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RESUMEN

El agente causal de esta enfermedad es el virus del dengue, miembro del género
Flavivirus de la familia Flaviviridae. El genoma viral consta de una molécula de RNA de
polaridad positiva el cual codifica para 3 proteinas estructurales y 7 proteinas no
estructurales. Dentro de estas Ultimas, se encuentran las proteinas NS1 y NS5 ambas
claves para la replicacion viral. NS1 tiene un peso molecular de 45 kDa y se encuentra en
forma monomerica en el citoplasma celular asociada a complejos replicativos, de manera
dimerica anclada a la membrana celular y hexamerica que es secretada al medio o
plasma. Por su parte, la proteina NS5 presenta un peso de 105 kDa, es la polimerasa viral
encargada de replicar el material genético y tiene ademas funciones de metiltransferasa.
NS5 se localiza en la region perinuclear; sin embargo, también es translocada de manera
abundante al nicleo, donde no se sabe la funcién que ahi desempefia. Dada la austeridad
genética que presentan los virus, éstos requieren no solo de proteinas virales sino
también de factores y estructuras celulares para poder completar su ciclo replicativo.
Usando 2 metodologias diferentes pero complementarias entre si (cromatografia de
afinidad e inmunoprecipitacion) identificamos 64 proteinas celulares que interaccionan con
la proteina viral NS1 y 36 que interaccionan con NS5. Dentro de las proteinas que
identificamos que interacciona con NS5 se encuentra la proteina DDX5 (helicasa de tipo
2) NS5 es capaz de trasladarse al nicleo y colocalizar con ella a las 12 hpi. Sin embargo,
esta proteina sale del nacleo a las 24 hpi. Al tratar las células con Ivermectina (farmaco
inhibidor del transporte a través del mecanismo a/f3 importinas) NS5 se localiza en el
citoplasma y la proteina DDX5 en el nacleo lo cual podria sugerir la posible participacion
de NS5 en el transporte de proteinas nucleares hacia el citoplasma. Por otro lado una de
las proteinas celulares que interaccionan con NS1 es la proteina ribosomal 18 (RPL18) el
silenciamiento de esta proteina no afecta la viabilidad ni el metabolismo celular pero el
rendimiento viral se ve comprometido asi como la sintesis de RNA viral y la cantidad de
NS1 secretada al sobrenadante lo cual sugiere la posible participacién de la proteina

RPL18 en el ciclo replicativo de dengue.


http://www.monografias.com/trabajos6/geli/geli.shtml
http://www.monografias.com/trabajos/antrofamilia/antrofamilia.shtml

ABSTRACT

Dengue is the most important mosquito-borne viral disease in the world. Given the
austerity of dengue virus (DENV) genome, it uses cellular molecules and structures to
enter into the cell, translate and replicate its genome and to produce viral progenie.
Different strategies have been used to identify cell proteins involved in the viral replicative
cycle. NS1 is a multifunctional playing important role in viral replication and pathogenesis
while NS5 is the RNA dependent RNA polymerase. The identification of cellular proteins
that interact with NS1 and NS5 may be help in further understanding the fuctions of both

proteins.

In this work we isolate cellular proteins from DENV infected human hepatic cells (Huh-7)

that interact with NS1 using an affinity chromatography with a His-tag recombinant NS1
protein and by an immunoprecipitation assays, using a polyclonal anti-NS1 antibody. Cell
proteins that interact directly or indirectly with NS1 or NS5 were identified by MALDI ToF
MS/MS. A total of 64 proteins were identified belonging to different functional including
ribosomal, histone and cytoskeleton proteins. The subcellular location and expression
leves during DENV infection of the identified ribosomal proteins RPS3a, RPL7, RPL18,
RPL18a plus GAPDH was determined. None of these proteins changed their expression
levels during DENYV infection; however, RPL18 was found to redistribute to the perinuclear
region of infected cells after 48 hpi. The interaction between NS1 and RPL18, RPL18a and
GAPDH was confirmed by co-immunoprecipitation assay. Silencing of the RPL18 by
siRNA techniques does not affect cell translation efficiency or viability, jet it reduce
significantly viral translation and replication as well as vial yield. In addition, we identified
36 proteins that interact with NS5. This result strongly suggests that the RPL18 is required
during DENYV replicative cycle.






I. INTRODUCCION
1.0ANTECEDENTES GENERALES
1.1.1 Epidemiologia

En los ultimos 50 afios se ha observado un aumento dramatico en la distribucion
geografica de los mosquitos Aedes aegypti y Aedes albopictus y un consecuente
incremento en la transmision de arbovirus (virus transmitidos por artropodos) como
el virus del dengue (DENV). Dengue es la infeccién arboviral humana mas
prevalente en el mundo causando 100 millones de infecciones anuales alrededor
del mundo (Kraemer et al. 2015; Chua et al. 2005)
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Figura 1. Mapa de la distribucion global del mosquito Aedes aegypti. EIl mapa representa la
probabilidad de aparicion (azul O y rojo 1) del mosquito en el mundo. DOL:
10.7554/eLIFE.08347.009 http://elifesciences.org/content/elife/4/e08347 .full.pdf.

1.1.2 Dengue en México

La estructura del Sistema Nacional de Salud y la Secretaria de Salud,
correspondiente a la direccion general de epidemiologia (DGAE) y el Sistema
Nacional de Vigilancia Epidemiolégica (SINAVE) reportan un incremento del 1.6%
en los casos confirmados, esto al comparar el comportamiento de los casos
ocurridos en la misma fecha en el 2014. El 51% de los casos confirmados
ocurrieron en los estados de Guerrero, Veracruz, Chiapas, Colima y Sonora
(Figura 2). (Direccion General de Epidemiologia 2015).



SALUD - Casos de Fiebre por Dengue y Fiebre Hemorragica
e s % ; por Dengue. México 2014-2015*

% de Casos de dengue Probables y Confirmados.
DATOS 2014 2015 o w000 México 2014 - 2015%.
variacion

FHD confirmados 2,416 1,627 -32.7

FD confirmados 5,723 6,642 16.1

Confirmados 8,139 8,269 16

Defunciones 28 1 -60.7

135 7 911131517192123252729313335373941434547495153

Letalidad** 1.16 0.68 -41.7 —Confirmados 2014 © Probables 2014

—Confirmados 2015 @ Probables 2015

Figura 2. Panorama epidemiolégico de fiebre y fiebre hemorragica por Dengue en México
2014 -2015. Estudio realizado hasta la semana 50 del 2014 y hasta la semana 30 del 2015. En la
tabla se detalla el total de casos y la clasificacion de acuerdo al cuadro clinico presentado por el
paciente.

(http://www.epidemiologia.salud.gob.mx/doctos/panodengue/PANORAMAS 2015/Pano_dengue_s
em_30 2015.pdf)

1.1.3 El Dengue como enfermedad

La infeccién por DENV puede pasar desapercibida o generar una enfermedad
febril auto-limitada conocida como fiebre por dengue (FD), la cual se caracteriza
por fiebre de alto grado, artralgia (dolor en las articulaciones), dolor de cabeza,
dolor reto-orbital, vomito, nauseas, leucopenia y mialgia (Alcaraz-Estrada et al.,
2010). En un cierto ndmero de casos, la infeccion puede tener signos mas
severos y generar lo que se conoce como fiebre del dengue hemorragico (FHD) y
el sindrome de choque por dengue (SCD) (Perera and Kuhn 2008). La FHD se
distingue de FD porque hay pérdida del plasma, trombocitopenia (bajo recuento
de plaquetas), aparicion de pequefias petequias en el cuerpo, sangrado de nariz,
tracto gastrointestinal y el periodo febril puede durar de 2 a 7 dias (Alcaraz-
Estrada et al., 2010). La excesiva perdida de plasma causa hemoconcentracion
ocasionando una baja importante en la presion y en el volumen sanguineo lo que
desencadena el SCD y el paciente puede morir por choque hipovolémico
(Alcaraz-Estrada et al., 2010; Srikiatkhachorn 2009; Martina et al., 2009).

Se ha sugerido que un factor de riesgo para la FHD y el SCD es una infeccion

secundaria principalmente debido a un proceso conocido como aumento de la


http://www.epidemiologia.salud.gob.mx/doctos/panodengue/PANORAMAS_2015/Pano_dengue_sem_30_2015.pdf
http://www.epidemiologia.salud.gob.mx/doctos/panodengue/PANORAMAS_2015/Pano_dengue_sem_30_2015.pdf

infeccion dependiente de anticuerpos (ADE por sus siglas en inglés) (Navarro-
Sanchez, Despres, y Cedillo-Barron 2005; Malet et al. 2008).

1.1.4 Agente etiolégico

DENV es miembro de la familia Flaviviridae del género Flavivirus. DENV tiene un
diametro de 50 nm en estado maduro y 60 nm cuando se encuentra como virién
inmaduro (Ludert etal. 2008) . El genoma viral es una molécula de RNA de
cadena sencilla de polaridad positiva que codifica para tres proteinas
estructurales: la proteina de la céapside (C) y las dos proteinas presentes en la
membrana viral, membrana (M) y la de la envoltura (E). La glicoproteina E es la
proteina viral estructural mas expuesta en la superficie de la particula. EI genoma
viral también codifica para siete proteinas no estructurales (NS1, NS2A/B, NS3,
NS4A/B y NS5) las cuales estan involucradas en la replicacion viral (Perera y
Kuhn 2008). EI genoma viral consiste en una sola cadena de RNA de polaridad
positiva de alrededor de 10.7 Kb, la cual contiene en el extremo 5’ una estructura
“cap” tipo | y en el extremo 3’ carece de la cola de poli A, caracteristica de los
RNAmM celulares. El Gnico marco de lectura abierto del genoma, de
aproximadamente 10 Kb, esta flanqueado por dos regiones no traducidas (UTR)
de 101 y 384 nt de largo respectivamente (Perera y Kuhn 2008) las cuales son
altamente conservadas en los Flavivirus y contienen secuencias sefiales que
actlan en cis para modular la replicacion viral. Las UTR contienen estructuras de
tallo y burbuja conservadas, tanto en la regién terminal 5 como en la 3’ (Garcia-
Montalvo et al. 2004; Zhang et al. 2004; Villordo y Gamarnik 2009).

1.1.4.1 Proteinas virales
a) Proteinas estructurales

El genoma viral debe traducirse en el citoplasma celular en los ribosomas
adosados al RE generando una poliproteina, la cual es procesada por proteasas
virales y celulares. Las proteinas codificadas en el extremo amino terminal son las
proteinas estructurales, en donde una de ellas, la proteina E es glicosilada por la

glicosiltransferasa celular en el aparato de Golgi (Zhang et al. 2004; Perera and
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Kuhn 2008). La morfogénesis viral se inicia en el reticulo endoplasmico y el dltimo
paso de maduracion ocurre dentro de las vesiculas exociticas. Bajo la proteina E,
también anclada a la membrana viral, se encuentra la proteina M, la cual se
sintetiza como un precursor llamado prM/M (Perera and Kuhn 2008; Zhang et al.
2004).

b) Proteinas no estructurales

Las proteinas no estructurales participan en la replicacion viral, en la patogénesis
viral y en el ensamble del virion. NS3 y NS5 poseen la actividad enzimatica
requerida para sintetizar el cap y para llevar a cabo la replicacion del genoma viral
(Brett D. Lindenbach y Rice 2003).

La proteina NS3 tiene varios dominios cataliticos incluyendo el de serin-proteasa,
el cual requiere como cofactor a NS2B para el procesamiento de la poli proteina.
También presenta un dominio de unién a trifosfato para llevar a cabo la funcion de
helicasa que es necesaria para la sintesis de RNA viral. Se ha observado que NS3
es capaz de interactuar con receptores nucleares los cuales modulan el trafico
intracelular entre el RE y el Golgi causando una induccion de estructuras tipo
membrana en el proceso de infeccion. Las proteinas virales menos caracterizadas
son las pequefias proteinas hidrofébica NS2A, NS4A y NS4B, las cuales se
encuentran presentes en el sitio de replicacion y ensamble del virion (Clyde et al.
2006). La proteina NS1 es expresada en tres formas: la forma monomerica se
encuentra en el RE e interactia con el complejo de replicacion viral, la forma
dimerica se encuentra anclada a la membrana celular y la forma hexamerica que
es secretada al liquido extracelular (sNS1)(Chua etal. 2005). Una de las
modificaciones pos-traducionales de ésta proteina es la glicosilacién en dos sitios
diferentes de la molécula. Al parecer, estas glicosilaciones son necesarias para
que el virus se replique en células de mosquito. Recientemente, la sSNS1 se ha
sugerido que tiene un papel muy importante en la patogénesis de la enfermedad
(Clyde et al. 2006).

Con formato: Sin Superindice / Subindice



La Proteina NS5 (metil-transferasa / polimerasa) es la mas grande de las
proteinas virales pues tiene aproximadamente 900 aminoacidos y es también la
proteina mas conservada entre los Flavivirus. El papel principal de ésta proteina
es en la replicacion del material genético viral ya que contiene la actividad
enzimatica necesaria para la adicion del cap y para la sintesis de RNA a partir del
RNA viral. Estas actividades estan presentes en diferentes regiones de la proteina,
ya que en el extremo N-terminal esta codificada la actividad de metil-transferasa
(S-adenosil-L-metionina-dependiente) (Poch et al. 1989) mientras que la actividad
de RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp) esta presente en el extremo C-
terminal (Rice et al. 1985; Poch et al. 1989; Koonin 1991). En la regién N-terminal
también tiene un dominio de unién a GTP, el cual es indispensable para realizar
las dos reacciones de metilacion N7 y 2’0 requeridas para la formacion del Cap
(Egloff et al. 2007; Koonin 1993).

1.1.4.2 Ciclo replicativo de DENV

El primer paso en el ciclo viral es la union del virus a la superficie de la célula
blanco. Esta interacciéon estd mediada por la proteina E y el receptor localizado en
la superficie de la célula huésped. Se han descrito una gran cantidad de moléculas
que pueden actuar como receptor para DENV, sin embargo, todas estas
interacciones convergen en que el virus se internaliza por endocitosis mediada
por receptor (Bressanelli et al. 2004). La fusion con la membrana del endosoma es
inicialmente inducida por el pH &cido (Heinz et al. 2004) del endosoma el cual
lleva a un cambio conformacional en la proteina E, que finalmente fusiona ambas
membranas y permite la liberacion de la nucleocapside y del RNA viral al
citoplasma. EI RNA es primeramente traducido en una sola poliproteina de
alrededor de 3388 aminoacidos (Rodenhuis et al. 2010; Zhang etal. 2004;
Bressanelli et al. 2004; Zhang et al. 2003) la cual por la presencia de un péptido
sefial es traslocada a la membrana del RE (reticulo endoplasmatico) donde es
procesada por proteasas virales y celulares para dar origen a las 10 proteinas
virales maduras. Una vez que hay suficiente proteina viral, el RNA de polaridad

positiva se copia a un RNA de polaridad negativa el cual a su vez se replica para



generar muchas moléculas de RNA de polaridad positiva. La proteina C
empagueta el RNAv (RNA viral) recién sintetizado para dar origen a la nucleo-
capside que, sigue su viaje a través de la via secretoria del RE en donde
adquiere la envoltura y a las proteinas estructurales prM y E. Interesantemente,
cuando el virién inmaduro llega a la red del trans-Golgi encuentra nuevamente un
pH acido (5.8-6.0) y la actividad de la furina, la cual procesa la proteina precursora
de la proteina M (prM). Este procesamiento de prM lleva a la formacién de virus
maduros que son capaces de infectar las células vecinas (Stiasny y Heinz 2006;
Rodenhuis et al. 2010).

1.2 ANTECEDENTES PARTICULARES
1.2.1. Factores celulares involucrados en la replicacién de DENV

Dada la austeridad genética de los virus, estos requieren no solo de proteinas
virales sino también de factores y estructuras celulares para unirse, entrar,
traducirse, replicarse y ensamblarse dentro de la célula a la que infectan. Estos
factores y estructuras celulares pueden participar en el ciclo replicativo viral
realizando la funcion que normalmente realizan en la célula o bien, desempefiar
una nueva funcién y con ello favorecer o bloquear algun paso en el ciclo viral
(Yang et al. 2009). A nivel de entrada se ha descrito que DENV entra a la célula
por endocitosis mediada por clatrina, por tanto, moléculas como clatrina,
componentes de endosomas tempranos y tardios, moléculas como Rab5, Rab7 y
la ATPasa vacuolar al igual que componentes del citoesqueleto como actina y
tubulina son necesarios para la internalizacion (Duan et al. 2008; Krishnan et al.
2007). La necesidad de estos componentes ha sido confirmada mediante un
screening por silenciamiento de genes celulares (Yamasaki et al. 2007). En los
Ultimos afios, ha crecido el interés de diversos grupos de investigacion por
conocer algunos de los elementos celulares que favorecen la replicacion de
diversos virus. Por ejemplo, Rotwell y colaboradores en el 2009 describié que
distintos siRNA dirigidos contra enzimas implicadas en la sintesis de colesterol,

inhibian la replicacién viral, sugiriendo que el colesterol era necesario para este



proceso (Rothwell et al. 2009). Otros autores, usando estrategias diferentes al
silenciamiento y méas bien basados en el uso de farmacos que inhiben sintesis de
colesterol o la formacién de microdominios membranales también encontraron que
la presencia de colesterol es importante en la entrada y la replicacion
viral(Ceballos-Olvera et al. 2010; Rothwell et al. 2009).

Se sabe que los rafts lipidicos microdominios membranales ricos en colesterol y
esfingolipidos que son capaces de incorporar o excluir proteinas de manera
selectiva en la membrana celular en eventos celulares, como: traduccion de
sefales, endocitosis, transcitosis y homeostasis del colesterol, son usados durante
el ciclo replicativo de DENV. Otros virus como el virus de la inmunodeficiencia
humana (HIV) y virus Epstein-Bar también explotan su asociaciéon con los rafts
lipidicos en la entrada a la célula blanco o para evadir la respuesta inmune
(Noisakran, Dechtawewat, et al. 2008). También a nivel de citoesqueleto se ha
visto que la interaccion con el virus induce rearreglos del citoesqueleto que

involucran la participacion de pequefias GTPasas como Rac-1 (Wang et al. 2010).

Otra proteina que se encuentra sobre-expresada en células endoteliales
expuestas a DENV, es la proteina X que interactia con el gen 2 relacionado a la
apoptosis. Esta proteina se encuentra relacionada con el proceso de endocitosis
mediada por receptor y en el metabolismo celular, por tanto podria participar en la
entrada viral (Pattanakitsakul etal. 2010). En estudios en donde se emplea
siRNA y proteomica se han identificado factores celulares que son importantes en
el proceso replicativo viral. Uno de ellos es el sistema ubiquitin-proteasoma (USP)
el cual se le ha relacionado en el proceso de replicacion viral ya que el
silenciamiento reduce de manera significativa la produccion de particulas virales
en algunos flavivirus como DENV, WNV y YFV. Para el caso de otros virus como
en Citomegalovirus, herpes virus y virus Epstein Barr evaden la respuesta inmune
del huésped alterando el procesamiento de las moléculas del MHC a través del
proteasoma, otro ejemplo es Papiloma virus ya que la proteina E6 se asocia a la
ubiquitin-ligasa para favorecer la degradacion de p53 y prevenir la apoptosis (Nag
y Finley 2012).



Otra manera de buscar factores que participan en la replicacion viral ha sido
estudiar los cambios diferenciales en la expresiéon de proteinas celulares cuando
las células son expuestas al virus. Una de las proteinas identificadas en la
infeccion por DENV es la ribonucleoproteina heterogena nuclear A (hnRNPA), la
cual tiene un papel importante en el procesamiento del RNA, incluyendo
regulacion de la traduccion, poliadenilacion, splicing del RNAm y en la

homeostasis celular (Kanlaya et al. 2010).

Recientemente también se ha descrito que la proteina heterogéneo nuclear K
pudiera estar participando en el ciclo replicativo de DENV debido a que esta
proteina es capaz de salir del nacleo en las células infectadas mientras que en las
células no infectadas se mantiene en el ndcleo (Brunetti, Scolaro, y Castilla
2015a). Adicionalmente, K.P. Mishra y cols en el 2011 identificaron la sobre
expresién de 2 proteinas en los extractos de células infectadas. Al hacer la
identificacion por espectrometria de masas encontraron a un miembro més de la
familia de hnRNP en la forma H (hnRNP-H) ademas también se identificé a la
proteina disulfuro isomerasa (PDIA3) la cual es una proteina residente del reticulo
endoplasmico cuya funcion de chaperona permite el correcto plegamiento de las
proteinas celulares. Esté proteina ya habia sido identificada que se une al RNA de
polaridad negativa sugiriendo que estas proteinas pueden ayudar a la
multiplicacion de DENV (Agis-Juarez et al. 2009).

En el 2010 Rattiyaporn y cols., reportaron la interaccion de vimetina con hnRNps
en células infectadas con DENV-2. La vimetina es un componente de los
filamentos intermedios involucrados en la regulaciéon de la forma celular,
migracion, trafico vesicular y mitosis. Se sabe que DENV aumenta la expresion de
vimetina al igual que de la hnRNPs, por tanto, podria pensarse que tienen un
papel en la replicacion viral, sin embargo, el papel que juegan estas dos proteinas
en asociacion con proteinas virales no es claro (Krishnan et al. 2007). Aunque
existen diferentes estrategias para identificar proteinas y componentes celulares
implicados en el ciclo replicativo viral, algunas de ellas, estdn mas dirigidas a

encontrar moléculas que participan directamente en la replicacion del genoma.



Una de estas estrategias ha sido identificar proteinas que se unen al RNA viral.
Esto debido a que en varios virus de RNA de cadena sencilla de polaridad (+),
para llevar a cabo la replicacion, requieren de algunos elementos estructurales
localizados en las UTR 5’ y 3" que interaccionan con proteinas virales y/o celulares
(Yocupicio-Monroy et al. 2003; De Nova-Ocampo et al., 2002). En el caso de
DENV, se ha descrito que el RNA viral de polaridad positiva interacciona con la
proteina La, la proteina de unién al tracto de polirimidina (PTB), el factor de
alargamiento 1-a (EF-1a), la proteina de unién a la caja Y (YB-1), la proteina
heterogena nuclear (hnRNPs), la proteina de union poli(A) (PABP), la proteina
disulfuro isomerasa (PDI) y la proteina calreticulina. Aunque la funcién especifica
de estas proteinas celulares en el proceso infeccioso no es claro, si se sabe que
YB-1y La son modulares negativos, mientras PTB es un modulador positivo (Agis-
Juarez et al. 2009). La funcion del factor EF-1a no se ha descrito para DENV, pero
si para el virus del Oeste del Nilo (WNV) en donde se une a la 3'UTR,
favoreciendo la replicacion viral, como ocurre con el virus de la estomatitis

vesicular (Blackwell y Brinton 1997).

Otra forma de identificar factores celulares importantes en la replicacion viral, es
analizando la interaccion de proteinas virales con proteinas o componentes
celulares. Por ejemplo, la proteina E, principal componente de la superficie viral,
interacciona directamente con proteinas células chaperonas como Hsp90, Hsp70,
Grp78 o con receptores como el de laminina y lectinas de manosa y DC-SIGN
durante la entrada viral (Chavez-Salinas et al. 2008; Wati et al. 2009; Thepparit y
Smith 2004; Sakoonwatanyoo et al. 2006) y con chaperonas residentes del RE
como proteina de unién (BiP), calreticulina y calnexina para la produccién de
particulas virales infecciosas (Limjindaporn et al. 2009). Por otro lado, se sabe que
en el proceso de replicacion y morfogénesis viral la proteina C debe asociarse al
RNA. La proteina C se asocia a unos organelos derivados del RE conocidos como
lipid droplets (gotitas de grasa), los cuales contienen una envoltura de lipidos
neutrales envueltos por una capa de fosfolipidos y poseen contenido variable de
proteinas. La asociacién de la proteina C a las lipid droplets es indispensable en la
morfogénesis de DENV (Colpitts et al. 2011).
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De manera paralela, también se ha estudiado la proteomica en células de
mosquitos con el objetivo de encontrar posibles blancos terapéuticos o hacer
modificaciones genéticas para bloguear la infeccion por DENV en el mosquito
(Guo et al. 2010). Por espectrometria de masas identificaron a una proteina tipo
tubulina de 45 kDa la cual es capaz de interaccionar con componentes virales
sugiriendo que pudiera tener un papel importante en el ensamble y transporte del
virion a medio extracelular (Chee y AbuBakar 2004). Mediante bioinformatica se
identificaron 283 factores de susceptbilidad y 22 de resistencia a la infeccion por
WNV. El silenciamiento dirigido contra los factores requeridos por WNV también
afecta la infeccién por DENV sugiriendo que tienen como blanco proteinas en
comun del huésped para ser usadas a su favor, aunque estos causen cuadros
clinicos completamente diferentes (Guo et al. 2010; Koonin 1993; Koonin 1991).

1.2.2 Asociacion de proteinas celulares con la proteina viral NS1

La glicoproteina no estructural NS1, cuyo peso molecular es de 45 a 55 kDa
dependiendo del grado de glicosilacion, es una proteina multifuncional pues se ha
implicado en la formacion de los complejos de replicacién del RNA viral por su
localizacion en la region perinuclear del RE, ademds de que se encuentra
dimerizada anclada en la membrana celular en la superficie de la célula, en donde
al parecer participa en la evasion de la respuesta inmune del huésped. La proteina
también es secretada como un hexamero. A pesar de que no es clara su
participaciéon extracelular se sugieren que es secretada con la finalidad de fijar
complemento. Recientemente se ha descrito que la proteina NS1 hexamérica
posee caracteristicas y composicion muy parecidas a la que presenta la
lipoproteina de alta densidad HDL (por sus siglas en ingles High density
lipoprotein) (Gutsche et al. 2011; Clyde et al. 2006).

Debido a la presencia en distintos compartimentos celulares y a la capacidad de
ser secretada y a la habilidad para unir complemento, se cree que esta proteina es
importante en el proceso infeccioso y patolégico de DENV. Al respecto, Jia-En
Chua et al. 2005 proponen que la proteina NS1 es la responsable de disparar los

niveles de TNF-a en células dendriticas, la cual es una citosina importante en los
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procesos inflamatorios y en la apertura de las uniones estrechas. Esta apertura
estaria directamente relacionada con la fuga plasmatica, caracteristica del DHF.
Los tiempos de secrecién de NS1 también coinciden con la viremia, y no solo eso,
sino que pacientes con DHF tienen una mayor cantidad de NS1 en suero que
pacientes con DF, apoyando aln mas su papel en la patogenia de la enfermedad
(Chua et al. 2005).

En estudios resientes se observd que la proteina NS1 tiene dos sitios importantes
de glicosilacion en la posicion Asn130 y Asn207 los cuales son requeridas para
una eficiente secrecion de la proteina en las células infectadas. Estos sitios son
conservados en los cuatro serotipos por lo que se ha sugerido la posibilidad de la
glicosilacion sea importante en la potogenesis de la enfermedad. Mas aun estos
sitios de glicosilacién también son requeridos en la replicacion viral (Rozen-
Gagnon et al. 2012; Tajima et al. 2008). La glicosilacion en el sitio Asn130 es
indispensable para el ciclo replicativo viral, pues si se inducen mutaciones en este
sitio la produccion viral se reduce considerablemente en células BHK-21 y C6/36
(Pryor y Wright 1994).

A pesar del gran interés que ha despertado el estudio de NS1, aun hay aspectos
por descifrar. Uno de ellos, es que dirige a la proteina a los distintos destinos y a
que estructuras se asocia. Noisakran (2008) encontraron que la proteina NS1 de
DENV se asociaba con los rafts lipidicos durante la infeccion viral y no solo eso,
sino que ademas co-localiza con proteinas que se sabe que se anclan a rafts
lipidos (CD-55). Sin embargo, en células transfectadas con la proteina NS1 de
DENV-2, observan que solo una pequefia proporcion de NS1 se asocia a rafts,
sugiriendo que hay elementos ajenos a la proteina que inducen su localizacién en
rafts (Dechtawewat et al. 2008).

En ese mismo orden de ideas, Poh et al. (2012) sugieren que el colesterol y acidos
grasos tienen efecto en la replicacién ya que ambos lipidos son requeridos para
generar estructuras membranosas las cuales son necesarias para mantener la

integridad de los complejos replicativos (Poh et al. 2012).
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Una forma de poder conocer algunas de las funciones de NS1, seria conociendo
las proteinas a las que se asocia en los distintos compartimentos celulares, en

distintos momentos de la infeccion.

Algunos estudios proponen que la forma intracelular participa principalmente en el
proceso de replicacion y maduracion viral ya que se sabe que esta proteina es
capaz de colocalizar con el RNAdc (RNA de doble cadena) (Heaton et al. 2010).
Noisakran et al. (2008) por co-inmuprecipitacion y espectrometria de masas aislé e
identifico proteinas de la familia de las ribonucleoproteinas heterogeneonucleares
gue interaccionan con NS1 especificamente las isoformas C1/C2 (hnRNP C1/C2)
las cuales son importantes en el procesamiento del RNAm en el ciclo celular
manteniendo la homeostasis. Con este hallazgo proponen que la proteina NS1
intracelular se asocia con proteinas celulares para favorecer el trafico de
proteinas y promover el mico-ambiente favorable para llevar a cabo el proceso de

replicacion viral (Noisakran et al. 2008).

Chua et al. (2005), por sistema de doble hibrido identificaron que la proteina NS1
era capaz de interaccionar con la proteina STAT-3 la cual es importante en la via
de sefializacion para la produccion de citocinas pro-inflamatorias. Por otro lado,
Kurosu et al. (2007) mediante cromatografia de afinidad aislaron una proteina
presente en suero de pacientes infectados con dengue y mediante espectrometria
de masas identific6 que se trataba de la lipoproteina clusterina la cual
interesantemente se sabe que evita que se lleve el complejo de ataque a la
membrana a través del complemento, por lo cual apoya la idea que el proteina
NS1 es uno de los tantos agentes causales de la fuga de plasma en los pacientes
que presentan FHD. A este respecto, reciente se ha identificado que esta proteina
es capaz de interaccionar con factores de coagulacion pudiendo alterar las vias de
activacion de la cascada de coagulacion. Lin et al. (2011), empleando
cromatografia de afinidad y espectrometria de masas identificaron que la proteina
NS1 se asocia con protombina y trombina en suero de pacientes infectados con
DENV ademés también demostraron que la proteina NS1 inhibe la actividad del

factor Xa el cual es el encargado de activar la protombina en trombina y dar inicio
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la cascada de coagulacion, lo que sugiere que en el plasma de pacientes

infectados NS1 puede tener este efecto causando el FDH (Lin et al. 2012).
1.2.3 Asociacion de proteinas celulares con la proteina viral NS5

En los ultimos afios gran cantidad de evidencia indica que la replicacién de los
Flavivirus ocurre en la regién perinuclear en asociacion con el RE. La enzima
central en el proceso de replicacion de DENV es la RNA polimerasa dependiente
de RNA o NS5, la cual tiene peso molecular de 105 kDa y consta de 900
aminoacidos (Malet etal. 2008; Mosso etal. 2008; Chua etal. 2005). Esta
proteina tiene tres dominios, el de RNA polimerasa, metiltransferasa y
guanililtransferasa, necesarios para la sintesis de las nuevas cadenas de RNA y
la adicion de la estructura “cap” tipo | respectivamente. A pesar de lo que podria
esperarse de la proteina NS5, ésta se une a la 5’UTR y no a la 3'UTR, que es el
sitio en donde la sintesis de RNA debe comenzar. Esto no afecta la eficiencia del
proceso pues debido a que el RNA genomico debe circularizarse para poderse
replicar, los extremos 5’ y 3'UTR se encuentran adyacentes, asi la polimerasa al
unirse al extremo 5’UTR solo deberd moverse al extremo 3’ adyacente a su sitio
de union (Gebhard et al. 2011). Un hecho que llama la atencién de ésta proteina
es que a pesar de que las dos funciones principales de sintesis de RNA y de
adicion de “cap”, deben realizarse en el RE, ésta se localiza en gran cantidad en el
ndcleo de las células infectadas. A este respecto, Pryor et al. 2007 encontraron
secuencias de localizacion nuclear presentes en la region del interdomino de la
NS5 de DENV-2, las cuales son indispensables para el transporte de la proteina
NS5 al nucleo. El transporte de NS5 al ndcleo se lleva a cabo a través de la
importina aB, en donde ambas a y B son importantes pero solo la a es
indispensable. Curiosamente, cuando se hicieron mutaciones en el agrupamiento
de lisinas presentes en el sitio de unién de la importina af3, se observé disminucion
drastica en la produccién de particulas virales infectivas, sugiriendo que la
presencia de NS5 en el nicleo es importante durante la replicacion viral o bien que

las mutaciones generadas afectan la actividad de polimerasa o metil-transferasa.
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Alternativamente, la region rica en lisinas de NS5 puede tener un papel en la

morfogénesis viral (Pryor et al. 2007) .

Por otro lado, también se ha logrado identificar que la exportina utilizada por NS5
para salir del nucleo, es la exportina CRM1 por (Rawlinson et al. 2009). La
inhibicion de CRM1 durante la infeccién por DEN-2 conduce a un incremento de
NS5 en el nicleo y con ello una reduccioén en la induccién de IL-8 aumentando la
produccion viral. Este hecho nuevamente apunta a que durante la estancia en el
ndcleo de NS5, ésta modula de manera directa o indirecta la expresion de
interleucinas como IL-8. En este sentido, no se sabe si NS5 pudiera actuar como
factor de transcripcion o bien activar el funcionamiento de alguno (Rawlinson et al.
2009).

También se le ha relacionado a la proteina NS5 con la evasion del sistema inmune
alterando la via Jack/STAT. Ashour et al. (2009) describe que la polimerasa viral
es antagonista del INF ya que se asocia de manera directa o indirecta a STAT-2y
esta asociacion conlleva a la degradacion de STAT-2 via proteasomas (Duan et al.
2008) .

Con todos lo antes descrito, es evidente que proteinas virales como NS1 y NS5
juegan un papel central en la infeccidbn con DENV; sin embargo, la manera en la
que estas proteinas participan en el ciclo replicativo viral ain no se entiende
completamente. Por ello, una manera de dilucidar algunas de las funciones de
ambas proteinas es conocer con que proteinas celulares y virales interactian y en
que compartimento celular se localizan a los distintos tiempos de infeccion. Las
proteinas o componentes celulares con los que interactten NS5 y NS1
seguramente seran elementos de susceptibilidad o resistencia a la infeccién por
DENV. Finalmente, reportes recientes sugieren que la proteina NS5 se ancla a la
membrana plasmética, lo cual es un evento desconocido hasta ahora pues solo
era clara su presencia en el citoplasma y en el nicleo de las células infectadas a

partir de las 12 horas p.i.
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ll. JUSTIFICACION

DENV es el agente causal de la enfermedad transmitida por mosquitos mas
importante en el mundo. Hasta el momento, no existe vacuna ni tratamiento anti-
viral especifico, por lo tanto el conocer las proteinas y componentes celulares que
se requieren para la replicacion viral, permitird la comprension de uno de los pasos

mas importantes en el ciclo replicativo viral.

Debido a que las proteinas virales NS1 y NS5 son componentes
importantes del complejo replicativo viral, el identificar y caracterizar proteinas
celulares que se unen a ellas, nos permitird conocer factores de susceptibilidad o
resistencia a la infeccion por DENV. Esta informacién nos permitira—ayudara a

entender procesos mas complejos como patogénesis, virulencia y tropismo viral.
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1. HIPOTESIS

Las proteinas NS1 y NS5 de DENV interaccionan con factores celulares

importantes para el ciclo replicativo viral.

IV. OBJETIVO GENERAL

Identificar proteinas celulares que interaccionan con las proteinas virales
NS1 y NS5 del virus del dengue y determinar la funcion que desempefian en el
ciclo replicativo viral en células Huh7.

V. OBJETIVOS PARTICULARES

o Aislar e identificar proteinas celulares que interaccionan con NS1 y NS5.
e Analizar la expresion y localizacion de algunas de las proteinas
identificadas en la infeccion por DENV.

e Evaluar el comportamiento viral al silenciar algunas de las proteinas

celulares identificadas.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Propagacion del virus y cultivos celulares

El virus dengue serotipos 4 y 2 (DENV 4 y DENV 2) cepas H241 y 16681
respectivamente fueron propagados en ratones CD-1 lactantes, los cuales se
infectaron por via intracraneal por un periodo de 4 a 5 dias post-infeccion, el
cerebro del ratén fue homogeneizado y clarificado por centrifugacion y filtrado en
una membrana de 0.22uM. El virus presente en el lisado celular fue titulado por

ensayo de plaqueo en células BHK-21.

Adicionalmente DENV 2 fue propagado en células C6/36 HT, las cuales se
cultivaron en frascos de 75 cm? a una confluencia del 70% (60 millones de células)
en presencia de medio MEM (minimun essential medium), suplementado con 7%
de suero fetal bovino, vitaminas, penicilina (50,000 U/ml) y estreptomicina
(50mg/ml) a una temperatura de 34°C en ausencia de CO2. La infeccion se
permiti6 por 7 dias o hasta observar un efecto citopatico marcado. Las células
infectadas fueron lisadas por el método de congelacion-descongelacion, el
sobrenadante se clarifico por centrifugacion (6000 rpm por 20 min) y fue filtrado en

membrana de 0.22uM. El virus presente fue titulado por ensayo de plaqueo.

La linea celular Huh-7 (células de hepatocarcinoma humano) fueren crecidas en
medio Advanced MEMD (Gibco) adicionado con glutamina (200 mM), suero fetal
bovino al 7% (certificado marca Gibco), penicilina (50,000 U/ml), estreptomicina

(5mg/ml) y fungisona (2.5 pg/mL) a 37°C en atmosfera de COz al 5%.

6.1.1 Ensayo de plagueo-titulacion por placa litica_en células BHK-21 (Baby
Hamster Kidney)

Para cuantificar la cantidad de unidades formadoras de placa que hay por mililitro
de extracto de cerebro o de sobrenadante de células C6/36HT se usé ensayos de
placas liticas en células de rifion de hamster (BHK-21). Las células BHK-21 fueron
despegadas con solucién de tripsina-EDTA al 0.1% y fueron sembradas en placas
de 24 pozos al 10% de densidad con medio MEM (esencial minimo) adicionando

con bicarbonato de sodio, penicilina (50,000 U/ml) / estreptomicina (50 U/ml) y
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suero fetal bovino al 7%. Las células se dejaron crecer a 37°C en presencia de 5%
de COz. Cuando las células alcanzaron confluencia del 80 - 90% fueron infectadas
con los extractos de cerebro o sobrenadante de células C6/36HT en diluciones
seriadas en base diez en medio Hanks suplementado con 1% de SFB y
antibiéticos. Retirando el medio de los pozos, se afiadié 200 pl de cada una de las
diluciones y la infeccion de las células se permitié por 1 hora a 37°C y COz2 al 5%.
Al término de este periodo de incubacién, se afiadi6 1 ml de medio MEM 2X con
carboximetilcelulosa al 0.8%, suplementado con suero fetal bovino al 7% (SFB) y
antibidticos (ampicilina y estreptomicina). Las células se incubaron por 5 dias a
37°C y CO2 al 5%. Trascurrido el tiempo, las células fueron tefiidas con un
colorante vital naftol blue - black (20% de acetona, 3% de acido tricloroacético, 1%
de naftol blue - black) por 15 min a temperatura ambiente en agitacion suave. El
colorante se lavé con agua corriente y se contaron las placas liticas. El titulo viral
se obtuvo multiplicando el promedio de las placas contadas por el factor de
dilucion a la cual se realizé el conteo expresando en unidades formadoras de

placas por mililitro (UFP/ml).

6.2 Preparacion de extractos proteicos citoplasmaticos enriquecidos con

membranas

Se usaron 20 placas p100 de células Huh-7 a una confluencia del 70% (7 millones
de células aproximadamente) las células fueron infectadas con DENV 2 a una
multiplicidad de infeccion de 3 (MOI 3) la-infeceion-sepermitio-por 2 hrs a 37 °C
con atmosfera de CO2 al 5%, luego se cosecharon a las 24 hpi, se prepararon los
extractos; para ello, primero se lavaron las células con 2 ml de PBS 1X frio, una
vez retirado el PBS de lavado, se agregé 1 ml por placa del buffer de despegado
(Tris HCI 40 mM pH 7.5, EDTA 1 mM, NaCl 150 mM). Las células se recolectaron
con el gendarme y fueron centrifugadas a 3000 rpm por 5 min a 4°C.; Lla pastilla
se lavo 2 veces con 1 ml la solucién amortiguadora A (HEPES 10 mM a pH 7.9,
MgCl2 1.5 mM, KCI 10 mM). Se retir6 el sobrenadante para re-suspender la
pastilla en 1 volumen (aproximado de 100 o 200 pl) de la solucion A mas 20 _ul de
cocktail inhibidor de proteasas libre de EDTA, DTT o EGTA (Roche).
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L—las células fueron— homogenizadas a 4°C, el lisado celular fue centrifugado a
10000 rpm a 4° C por 30 min y el sobrenadante correspondioe a la fraccion del
citoplasma_mientras que -la pastilla obtenida se lavo 3 veces adicionando 500 pl
de Buffer D (20 mM TRIS, pH 7.8, 5 mM MgClz, 320 mM KCI, 0.2mM EGTA, 0.5
mM DTT y 2mM ZnCl2) y se centrifugdé a 2500 rpm a 4° C por 3 min. La pastilla
fue lavada y re-suspendida con 300 pul de Buffer D e incubado 20 min en hielo.
Pasado este tiempo, se re-suspendié esta—la fraccion rica en proteinas de
membrana, la cual al igual gque-een la fraccidon_-citoplasmatica, se sometio a
cuantificacion de proteinasfue ecuantificada—por el método de BCA (thermo

scientific) y se guardoé a -70°C hasta su uso.

6.2.1 Preparacion de extractos proteicos nucleares

Para la preparacion de extractos nucleares se usaron 20 placas p100 de células
Huh-7 a una confluencia del 70% (7 millones de células), las células fueron
infectadas con DENV 4 a una MOI 3, la—infeceion-se—permitic—por 24 horas. P;
pasado el tiempo post-infeccion, las células se lavaron con 2 ml de PBS 1X. A
continuacion, se retiré todo el PBS de lavado y se agregd 1 ml por placa de buffer
de despegado (Tris HClI 40 mM pH 7.5, EDTA 1mM, NaCl 150 mM)_se
recolectaron;— las células se—colectaron——con un gendarme. Las células se
centrifugaron a 3000 rpm por 5 min a 4°C. Después, la pastilla se lavé dos veces
con 1 ml de soluciéon amortiguadora A (HEPES 10 mM a pH 7.9, MgClz 1.5 mM,
KCI 10 mM). Se retir6 el sobrenadante y la pastilla fue re-suspendida en 1
volumen (aproximado de 100 o 200 pl) de la solucion A mas 20 pl de cocktail
inhibidor de proteasas libre de EDTA, DTT o EGTA. Las células se lisaron a 4°C
con ayuda de un homogeneizador. La mezcla se centrifugé a 10000 rrpm a 4°C
por 30 min y |a proteina presente en el sobrenadante correspondiente a la fraccion
del citoplasma se cuantificd la—cantidad-de—preteina—por el método de BCA y se
guardd a -70°C hasta su uso. La pastilla obtenida anteriormente se lavé 1 vez con
500 pl de buffer C (10 mM de TRIS pH 7.8, 5 mM MgClz2, 10 mM KCI, 0.3 mM
EGTA, 0.5 mM DTT, 0.3 M sucrosa, 10 mM B-glicerol fosfato y 2 mM de ZnCl2) se
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centrifugd a 2500 rpm por 3 min a 4°C. La pastilla recuperada se re-suspendio en
300 pl de buffer D (20 mM TRIS, pH 7.8, 5 mM MgClz, 320 mM KCI, 0.2mM EGTA,
0.5 mM DTT y 2mM ZnCl2) mas 10 pl de cocktail inhibidor de proteasas libre de
EDTA, DTT o EGTA. La mezcla se incubde 15 min en hielo y posteriormente se
sonico por 10 seg al 100%. La mezcla fue centrifugada por 15 min a 13000 rpm a
4°C vy la proteina presente en el sobrenadante,~ correspondientee a la fraccion
nuclear, esta-fraceionfue cuantificada por el método de BCA y se guardd a -70°C

hasta su uso.

6.3 Preparacion de bacterias E. coli DH5a competentes

Bacterias E. coli (DH5-a) fueron crecidas en medio liquido (Luria Broth) a una
temperatura de 37°C en agitaciéon constante toda la noche. El indculo fue diluido
al 1% en medio fresco, las bacterias se dejaron crecer a 37°C en agitacion
constante hasta alcanzar una ODsoo de 0.6 (fase logaritmica tardia). Las bacterias
fueron centrifugadas a 4000 rpm a 4°C durante 15 min, el sobrenadante se retird
por decantacion y la pastilla se re-suspendié con 8 ml de FSB (Frozen Storage
Buffer, KCl 100 mM, CaClz2-2H20 50 mM, CHsCOz2K 1M pH 7.5 y glicerol 10%) ;-se
incubando la mezclaren por 15 min a 4°C. A continuacion, las bacterias fueron
centrifugadas a 2000 rpm durante 15 min a 4°C, posteriormente se afiadieron 70 pl
de DMSO (dimetilsulféxido). Después se afiadieron de nuevo 70 ul de DMSO, se
re-suspendieron e incubaron 15 min a 4°C. Finalmente, se congelarén con
nitrégeno liquido en alicuotas de 50 pL por tubo estas y se guardaron a -70°C
hasta su uso.

6.3.1 Transformacion de bacterias E. coli DH5a y BL-21* competentes por

choque térmico

Se tomaron 50 ul de bacterias competentes y se descongelarone en hielo, a
continuacion se adicioné 1 ul de la construccion y se incubd por 15 min en hielo,
pasando rapidamente al termoblock para ser incubado a 42°C por 30 seg.

Después se incubé de nuevo en hielo por 3 min. Se le adicionaron 600 pl de medio
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LB permitiendo la recuperacion de las bacterias por 1 hora a 37 °C con agitacion
suave. La suspension bacteriana se espatuld en una placa de Agar-LB con
ampicilina (100 mg/ml)_y se incub6 a 37°C toda la noche. Una colonia fue
seleccionada y se cultivd en medio LB liquido con ampicilina (100 mg/ml), se tomé
una alicuota de este cultivo para realizar una dilucién en 1:10 con medio LB fresco
con ampicilina (100mg/ml). L—las bacterias fueron crecidas toda la noche a 37°C
en agitacion constante. A continuacion, pasade—eltiempeo—las bacterias fueron

centrifugadas a 3000 rpm por 20 minutos, el sobrenadante fue retirado por
decantacioén_y; la pastilla fue congelada a -20°C para purificar plasmido por lisis

alcalina.
6.3.2 purificacion del plasmido pProExb-NS1 por lisis alcalina

La pastilla anterior fue re-suspendida en buffer GTE (50mM de glucosa, 25 mM de
TRIS pH 8.0, 10 mM de EDTA) fue incubada a temperatura ambiente por 5 min,
después se le adicionaron 200 pl de solucion NaOH/SDS (0.2 N de NaOH, 1%
SDS) la suspension fue mezclada gentilmente y después se incubé en hielo por 5
min. Pasado el tiempo se le adiciono 150 ul de acetato de potasio 5M pH 4.8 se
agitd rapidamente por 2 segundos y después se incub6 en hielo por 5 min, se
eliminé el DNA cromosomal y basura celular mediante centrifugacion spin por 3
min, el sobrenadante fue transferido a otro tubo para ser mezclado con etanol al
95% para precipitar los acidos nucleicos por 2 minutos a temperatura ambiente, se
le realiz6 un spin de 1 min a temperatura ambiente (el pellet es el DNA plasmidico)
este fue re-suspendido con 1 ml de etanol al 70% . Finalmente, el pellet fue re-
suspendido en buffer TE (TRIS/EDTA) la pastilla fue guardada a -20°C hasta su

utilizacion.
6.4 Expresion de la proteina NS1 recombinante

Para tener una cantidad suficiente de proteina NS1 recombinante y realizar los
ensayos de cromatografia de afinidad, bacterias BL-21* transformadas por
choque térmico con el plasmido recombinante p-ProEx-NS1 fueron crecidas en

una placa agar-LB con 100_mg/ml de ampicilina toda la noche a 37°C. P-pasado
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el tiempo, una colonia fue seleccionada y se crecié en 10 ml de medio LB liquido
a 37°C toda la noche en agitacion constante. A continuacion, pasade-este-periodeo
de-ineubacion-se tomaron los 10 ml del cultivo y se diluyeron en 1 litro de medio
LB fresco (medio Luria Broth, 1 ml de ampicilina y 30 ml de glucosa 1M) v se
incubaron a 37°C con agitacién constante hasta que el crecimiento alcance una
ODsoo (densidad 6ptica) de 0.60 - 0.8. El medio fue retirado por centrifugacion a
3000 rpm por 20 min a 4°C, la pastilla fue re-suspendida en 1 litro de medio LB y
100 mg/ml de ampicilina, a continuacién se realiz6 la induccién de la proteina NS1
con 500 pl de IPTG 1M (Isopropil-B tio-galactosido), por 20 horas a 37°C.
Finalizada la induccion, las bacterias fueron centrifugadas a 8500 rpm a 4°C por
25 min -y la pastilla fue congelada a -20°C hasta su uso. Despues, ;-la pastilla fue
descongelada a temperatura ambiente, se le adicionaron 5 ml de buffer de lisis
bacteriana (50mM de TRIS pH 8.0, 300 Mm de NacCl, glicerol al 10% y Triton X-
100 al 0.1 %) acompafiado de una pizca de lisosima 'y 500 ul del cocktail inhibidor
de proteasas libre de EGTA, DTT, EDTA. La mezcla se dej6 en reposo 60 min en
hielo para después soénicarla por 10 segundos en On / 10 segundos en Off por 3
min. Finalmente, la mezcla se centrifugd a 6000 rpm a 4°C por 45 min. El
sobrenadante se separ6 para adicionarle 500 pl del cocktail inhibidor de proteasas

y la pastilla se guard6 a -20°C.

La presencia de la proteina fue verificada mediante ensayos de Western blot

utilizando dos anticuerpos: antie-NS1 y anti-a-His.
6.4.1 Expresion de la proteina NS5 recombinante

La clonacién y expresion en bacteria de la proteina viral NS5 de DENV-4 se
mandd a hacer a los laboratorios GenScript en New Jersey, USA. La proteina que
nos enviaron se obtuvo a partir de 1 litro de medio de cultivo LB, la cual fue
purificada por afinidad a partir de cuerpos de inclusion. Tiene una concentracion
final de 0.378 mg/ml y una pureza del 80%. Esta proteina se conserva a -70°C en
un buffer a pH 8.0 el cual contiene 20 mM de PB, glicerol al 5% y 150 mM de
NacCl.
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6.4.2 Purificacion y acoplamiento de la proteina NS1 recombinante a una

columna de afinidad

El sobrenadante bacteriano obtenido de bacterias inducidas se puso a
interaccionar con 500 pl de la resina TALON (resina de afinidad a metal, TALON
clontech) previamente lavada con agua destilada estéril y equilibrada con buffer de
lisis bacteriana, la interaccion se permitio toda la noche a 4°C con agitacion suave.
La resina se recuperé por centrifugacion a 1500 rpm durante 5 min a 4°C, la
resina se lavd 5 veces con buffer A (50 mM de TRIS, 500mM de NacCl, Triton X-
100 al 0.1%, Glicerol al 10% y etanol al 10%) y 7 veces con buffer A e imidazol a
las siguientes concentraciones: 5 mM, 50 mM, 100 mM, 150 mM, 250 mM, 300
mM y 350 mM. Una vez que fueron eliminadas todas la interacciones
inespecificas, la resina se corri6 en un gel SDS-PAGE al 7.5% el cualel-ge! fue
tefiido con azul brillante de Coomassie (R250, Bio-Rad). L—a presencia de la
proteina fue evaluada mediante ensayos de Western blot utilizando anticuerpos
especificos contra esta. Como control negativo utilizamos el mismo volumen de
resina incubada con extracto de bacterias transformadas con el plasmido (pProEx
sin el inserto que codifica para la proteina NS1).; Eesta resina fue sometida al

mismo tratamiento anteriormente descrito.
6.4.3 Acoplamiento de la proteina NS5 recombinante a laresina NiNTA

La proteina recombinante no estructural NS5, con una concentracion de 0.378
mg/ml, se puso a interaccionar con la resina NiNTA (Niquel-Nitriltriacetato agarosa
al 50%). La resina fue previamente centrifugada a 2000 rpm a 4°C por 2 min para
retirar el sobrenadante después se lavo 3 veces con 5 ml de agua destilada estéril.
A continuacion fue nuevamente recuperada por centrifugacion a 3000 rpm a 4°C
por 3 min, se equilibré6 3 veces con 5 ml de buffer para purificar proteinas de
manera nativa 1X (50 mM de NaH:POs pH 8.0 y 0.5 M NaCl) se puso a
interactuar con 600 pl de la proteina NS5 recombinante, se dejé toda la noche a
4°C con agitacion suave. Posteriormente, se recuper6 el sobrenadante y la resina

a 3000 rpm a 4°C por 3 min.
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6.5 |Interaccion de la proteina recombinante NS1 con el extracto

citoplasmatico enriquecido con proteinas de membrana

Con el objetivo de eliminar interacciones inespecificas de las proteinas celulares
con la resina se tomaroan 500 pl de la resina TALON (sin proteina recombinante
interaccionando), la resina fue lavada previamente 5 veces con agua destilada
estéril y equilibrada con buffer de lisis, después fue incubada con 2mg/ml de
extractos citoplasmaticos enriquecidos con proteinas de membrana en buffer de
interaccion (TRIS-base 20 mM, NaCl 200 mM e imidazol 20 mM). Lla interaccién
se permitié toda la noche a 4°C con agitacion suave. La resinay el extracto fueron
recuperados por centrifugacién a 3000 rpm por 3 min a 4°C. En un tubo Falcon de
15 ml se puso a interaccionar el extracto celular previamente recuperado con 500
pl de la resina acoplada a la proteina NS1 recombinante, se le adicion6 5
volumenes de buffer de interaccion (Tris base 20mM, NaCl 200 mM e imidazol 20
mM) esta-se-permitioy se dejo toda la noche a 4°C con agitacion suave. La resina
fue recuperada por centrifugacion y se sometié a 8 lavados con 5 volimenes de
buffer de lavado el cual contiene concentraciones crecientes de imidazol y NacCl
disueltos en buffer A por 10 min (6 mM de imidazol y 250 mM de NaCl, 7.5 mM de
imidazol y 250 mM de NacCl, 7.5 mM de imidazol y 300 mM de NaCl, 7.5 mM de
imidazol y 350 mM de NaCl, 7.5 mM de imidazol y 400 mM de NaCl, 10 mM de
imidazol y 450 mM de NaCl) después se realizaron dos eluciones con NaCl (0.5 M
y 1 M ). Este procedimiento se realizd a_l-a par para el control negativo (resina
interaccionada con el sobrenadante de bacterias que no expresan NS1). El
contenido de cada lavado fue recuperado para precipitar el contenido proteico con

acetona.
6.5 Interaccion de la proteina recombinante NS5 con el extracto nuclear

Se tomaron 500 pl de la resina NiNTA (sin proteina recombinante interaccionando)
previamente lavada 3 veces con agua destilada estéril y equilibrada con buffer
para purificar proteinas de manera nativa 1X (50 mM de NaH2PO4 pH 8.0y 0.5 M
NaCl). 2 mg/ml de extractos -nucleares se dejaron interaccionando con el buffer
de unién (50 mM de NaH2PO4 pH 8.0, 0.5 M NaCl y 10 mM de imidazol) toda la

24



noche a 4°C con agitacion suave. Esto evitdé union inespecifica de proteinas con
la resina. L;-la resina y el extracto fueron recuperados por centrifugacion a 3000
rpm por 3 min a 4°C. En un tubo Falcon de 15 ml se pusieron 500 pl de la resina
acoplada a la proteina NS5 recombinante, 2 mg/ml de extractos pre-aclarados se
pusieron—a—interaccionar—con 5 volumenes de buffer de interaccion (50 mM de
NaH2POa4 pH 8.0, 0.5 M NaCl y 10 mM de imidazol).; Lla interaccién fue permitida
toda la noche a 4°C con agitacion suave. La resina fue recuperada por
centrifugacion a 3000 rpm por 5 min a 4°C, la resina fue sometida a 8 lavados con
5 volimenes de buffer de lavado el cual contiene concentraciones crecientes de
imidazol y NaCl disuelto en buffer para purificar proteinas de manera nativa 1X
por 10 min (6 mM de imidazol y 250 mM de NaCl, 7.5 mM de imidazol y 250 mM
de NacCl, 7.5 mM de imidazol y 300 mM de NaCl, 7.5 mM de imidazol y 350 mM de
NaCl, 7.5 mM de imidazol y 400 mM de NaCl, 10 mM de imidazol y 450 mM de
NacCl,). A continuacion, -despues-se realizaron dos eluciones con NaCl (0.5 My 1

M). El contenido de cada lavado se recuperd para precipitar las proteinas con

acetona.
6.5.1 Precipitacion de proteinas con acetona

Los lavados de las interacciones de las resinas acopladas a NS1 y NS5 con
extractos citoplasmaticos y nucleares respectivamente fueron recuperados para
precipitar el contenido proteico. A-a cada condicion se le adicionaron al menos 3
volimenes de acetona fria y se dejaron incubando toda la noche a -20°C, la
fraccion proteica fue recupera por centrifugacién a 6000 rpm por 20 min a 4°C
mientras que; el sobrenadante fue eliminado por decantacién. Los tubos fueron
destapados para facilitar la evaporacion de la acetona y poder trabajar con la
pastilla, la cual fue re-suspendida en 40 pl de amortiguador isotonico para ser
resuelto por SDS-PAGE al 7.5%. Eel gel fue teflido con azul de Coomassie (Bio-
safe, BioRad). Las bandas visualizadas fueron cortadas, digeridas del gel con
tripsina, y los péptidos resultantes fueron analizados por espectrometria de masas
por MALDI-ToF en el Protein Core Lab Facility en la Universidad de Columbia en
New York, NY.
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6.6 Inmunoprecipitacion

Se tomaron 100 pl de proteina G-agarosa la cual se lavd 3 veces con PBS 1X por
3 minutes y; se recupero por centrifugacion. D-€espués, la proteina G-agarosa fue
bloqueada por la adicion de 200 pl de BSA a una concentracion de 2 mg/ml_y se
dej6 2 horas a 4°C en agitacion constante. Una vez terminado el tiempo de
blogqueo, se le adiciond el anticuerpo contra la proteina de interés (a-NS1 hecho en
conejo) en una dilucion 1:20 permitiendo la interaccion toda la noche a 4°C con
agitacion suave. L;—la proteina G-agarosa unida al anticuerpo se recuperd por
centrifugacion 2000 rpm a 4°C por 5 min. Una vez recuperado el pellet, el cual
contiene a la proteina-G agarosa unida al anticuerpo de interés, se realiz6 el entre
cruzamiento utilizando 50 mM de DSG (disuccinimidyl glutarate, invitrogen) en
PBS 1X permitiendo la interaccién por 30 min a temperatura ambiente en agitacion

constante.;

Llas perlas fueron lavadas con 200 pl de PBS 1X-triton X-100 al 0.5% por 5 min
en agitacion constante. Se realizé el quench con 200 ul de buffer de quench
(50mM de TRIS pH 7.4) por 15 min a temperatura ambiente_y; el exceso de
anticuerpo fue removido con un lavado con 500 mM de NaCl por 5 min a
temperatura ambiente. E-¢l exceso de sal se eliminé lavando con PBS 1X pH 7.4
por 5 min. Después, las perlas fueron equilibradas con buffer de lisis. A l-a par, se
tomaron 50 pl de proteina G agarosa, |la cual-esta-proteina fue lavada 3 veces con
agua destilada estéril y equilibrada con buffer de lisis. ; Lla proteina-G (sin
anticuerpo acoplado) se puso a interaccionar con 2_mg/ml de extractos
citoplasmaticos la-interaccion-se—permiticpor 3 horas a 4°C. Pasado el tiempo de
incubacion, el extracto fue recuperado por centrifugaciéon a 2000 rpm a 4°C por 5
min. e interacecion-ehmina a-unidn-inespecifica-de-la-proteina-G-agaresa-co

las-preteinas-—celularesE el extracto recuperado, se puso a interaccionar con 100 pl
de proteina-G agarosa acoplado al anticuerpo anti-NS1_vy; la interacciéon se

permitié6 toda la noche a 4°C con agitacion suave. L;—las perlas (proteina-G

agarosa) fueron recuperada por centrifugacion y se procedié a lavar 5 veces con
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200_pul de solucion IP por 10 min en agitacion constante (Tris pH 8.0 0.05 M, Np40
1%, NaCl 150 mM, EDTA 10 mM) a temperatura ambiente.

Por dltimo, los inmunocomplejos fueron eluidos con 500 mM de NacCl. Todos los
sobrenadantes fueron colectados y el contenido proteico fue recuperado mediante
precipitacién con acetona como ya se ha descrito previamente. A |Las proteinas
recuperadas se les adicionaroné 30 pl de buffer de carga y fueron resueltas en un
gel SDS-PAGE al 10%. El gel fue teflido con azul de Coomassie como
previamente se ha descrito para identificar las proteinas que interaccionan con la

proteina NS1 viral por espectrometria de masas (Maldi-TOF).
6.7 Anédlisis de los datos obtenidos por espectrometria de masas

Las proteinas identificadas con el score méas elevado y representados con la
mayor cantidad de péptidos, se utilizaron para analisis “in silico” utilizando el

programa STRING data base 6.1 (http://string-db.org/) dando como resultado los

mapas proteicos de las proteinas celulares que interaccionan con NS1 y NS5,
adicionalmente se utiliz6 la base de datos uniprot y DAVID para realizar la
clasificacion de las proteinas de acuerdo a su funcién y localizacion sub-celular

(http://www.uniprot.org/) (https://david.ncifcrf.gov/).

6.8 Cinética de infeccion en Células Huh-7 y Western blot

Células Huh-7 fueron-crecidas en multiplacas de 6 pozos a una confluencia del
60% (1.0x10° células) las-células-fueron infectadas a MOI 3 por 6, 24 y 48 horas
een—moeksin virus (mock), con virus inactivo (VI) y con DENV-2. P-—pasado el

tiempo post-infeccién, las células fueron lisadas con 70 ul de buffer de lisis. E-¢l
extracto total fue cuantificado por el método de BCA. Se tomaron 35 pg/ml de
extracto total_y las proteinas fueron resueltas en un gel SDS-PAGE al 10% vy ¥y
transferidase a membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad). L—la membrana fue
blogueada con leche al 10% libre de grasa y se incub6 con los siguientes
anticuerpos: a-NS3 (1:5000, GeneTex), ae-RPL18 (1:5000, ab-Cam), ae-GAPDH
(1:20000, Cell signaling), o-«RPL18a (1:3000, GeneTex) y a-e¢actina (1:1000,

generosamente donado por el DR. Manuel_Hernandez) permitiendo la interaccion
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con la membrana toda la noche a 4°C. Los anticuerpos secundarios fueron aanti-
ratén, a-anti-conejo y a-antichivo (1:10000, 1:000, 1:30000, respectivamente cell
signaling) gue respectivamente-se incubaron con la membrana éa-por una hora a

temperatura ambiente. L—ta membrana fue revelada por quimioluminiscencia

utilizando el kit Femto (termo-Scientific) y placas Kodak.

6.9 Inmunofluorescencias

Para los ensayos de inmunofluorescencia, se sembraron 200,000 células Huh-7
sobre laminillas en una placa de 24 pozos. Las células fueron infectadas a una
confluencia del 70 — 80% con DENV 2 a una MOI de 3 por 2 hora a 37°C en
presencia de CO2 al 5%. Pasado el tiempo de infeccion se retird el inoculo de las
células y se le adicionaron 500 pl de medio completo para células Huh-7
(anteriormente descrito en cultivo celular) la infeccion fue permitida por 48 horas.
Pasado el tiempo post-infeccién las células fueron lavadas 3 veces por 5 mingies
con PBS 1X vy se les adiciond 200 ul de formaldehido al 1% por 20 min a
temperatura ambiente para ser fijadas. El formaldehido fue retirado y las células
se lavaron 3 veces con PSB 1X. Las células fueron permeabilizadas por 20 min
con solucion permeabilizadora (saponina 0.2%, SFB 1% en PBS 1X), las
proteinas virales fueron marcadas—detectadas con los siguientes anticuerpos
primarios: g-¢-NS1 (1:200, GeneTex) o a-e¢-E (1:200) o NS5 (1:200, GeneTex) y
contra las proteinas celulares a-GAPDH (1:200, cell signaling) o a-RPL 18 (1:100,
Ab-Cam) o o-DDX5 (1:100, Ab-Cam) o a-NHRP F (1:100, Ab-Cam). L—la

incubacion con los anticuerpos se permitié toda la noche a 4°C_y; después las

células fueron incubadas con 2_ug/ml de Alexa-488 burro a-anti-raton IgG, Alexa-
555 chivo a-anti-conejo IgG o con Alexa 647 pollo _a-anti-chivo IgG por 1 hora a
temperatura ambiente. L-los nucleos fueron tefiidos con Hoechst (Santa Cruz)_y ;

las laminillas fueron observadas en el microscopio confocal Zeiss LSM700.
6.10 Silenciamiento del gen de interés empleando siRNA
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Para disminuir la expresion de la proteina RPL18 en células Huh-7 y Vero R4, las
células fueron transfectadas con dos diferentes concentraciones del siRNA (100 y
150 nM) especifico contra la proteina ribosomal 18 (Santa Cruz) ademas se utilizé
un siRNA no relacionado como control. Las células Huh-7 fueron crecidas en
medio advance DMEM suplementado con 10% de SFB y sin antibioticos a 37°C
con atmosfera de CO2 al 5% a una confluencia del 70%. Dos tubos fueron
preparados: a) 100 o con 150 nM del siRNA especifico diluido en 100_ul de medio
de transfeccion (Opti-MEM, Life Technologies) y b) 1.5 pl de siPORT (Applied
Biosystems) en 100 ul de medio de transfeccion. La mezcla fue incubada por 10
min a 37°C, pasado el tiempo las dos mezclas fueron unidas con la pipeta e
incubadas por 10 min mas, después 200 pul de medio de transfeccion con el siRNA
fueron adicionados a las células. Las células fueron incubadas por 8 horas a 37°C
en presencia de CO2. Después se le adicionaron 200 pl de medio fresco el cual
contiene 15% de SFB. 24 horas pos-transfeccion, las células fueron re-
transfectadas bajo las mismas condiciones y 24 horas después de la segunda
transfeccion, las células fueron infectadas con DENV-2 a una MOI de 3 por 24 o
48 horas. El rendimiento viral y la secrecion de NS1 fueron determinados en el
sobrenadante de las células infectadas por ensayos de plaqueo (descrito

anteriormente) y ensayos de ELISA (Platelia, Bio-Rad).
6.11 Viabilidad y metabolismo celular después del silenciamiento

La viabilidad de las células Huh-7 y Vero fue evaluada por la medicion de la
reduccion de MTS de acuerdo al protocolo de manufactura (cell titer 96 aqueous

one solution cell proliferation assay, promega).
6.11.1 Marcaje con [3°S]-Metionina

Las células Hhuh-7 fueren-crecidas a una confluencia del 70% (6x10° células) -las
eelulas—fueron transfectadas con el siRNA dirigido contra la proteina RPL18 vy
como control se-con utilizé-unun siRNA no relaciondo. A continuacion, las células
fueron lavadas 2 veces con 10 ml de medio de pulso (medio ausente de metionina

y cisteina), después las células fueron incubadas con 500 pl con medio de pulso
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por 25 min a 37°C en atmosfera de CO2 con el objetivo de ponerlas en ayuno y
asi depletar la metionina/cisteina que hay de manera intracelular. Pasado el
tiempo de ayuno, se le adicioné 500 pl de medio que contiene 7 pCi/ml metionina
marcada [*°S]-Meth (PerkinElmer) por 30 min a 37°C. Finalmente, el medio fue
removido y las células se lavaron 2 veces con PBS 1X frio. Las células fueron
lisadas y el total de proteinas fueron analizadas mediante un gel SDS-PAGE al 8%

y visualizadas mediante auto-radiografia.

6.11.2 Tincién con nitrato de plata y azul de Coomassie (Bio-Safe)

El extracto total de células Huh-7 transfectadas fueron analizadoas en un gel SDS-
PAGE al 10% vy el patron electroforético fue visualizado al tefiir el gel con nitrato de
plata y azul de Coomassie (Bio-Safe). Para hacer la tincion con nitrato de plata
primero se fijo el gel con solucién de fijado (metanol al 50% y ac. Acético al 5%)
por 20 min a temperatura ambiente. D-después el gel fue lavado 2 veces con agua
milliQ por 1 minuto, el-gelfue-sensibilizado con tiosulfato de sodio al 0.01% por 1
min, y se-lavadoé 2 veces con agua milliQ por 1 min. l¢#te-inmediatamente, el gel
fue tefiido con nitrato de plata al 0.1% la-tincion-se-permitic-por 30 min a 4°C en
agitacion suave protegiendo de la luz. P——pasado el tiempo, se lavd 2 veces con
agua milliQ y; las bandas fueron visualizadas al reverlarlas con carbonato de sodio
y formalina. P-por ultimo, se fijo con ac. Acético al 5%. Para la tFincién con azul de
Coomassie bio-safe, el gel se fij6 con metanol al 50% por 30 min, pasado el
tiempo, el gel se lavé con agua milliQ dos veces por 5 minutos, se le adicionaron
20 ml de azul de Coomassie bio-safe y la tincién se permiti6 por 45 min a
temperatura ambiente en agitacion suave. F-finalmente, el gel fue destefiido con

agua corriente.
6.12 gRT-PCRy actividad de luciferasa

La actividad de luciferasa fue medida en células Vero que expresan de manera
estable el replicon de dengue virus 4 (R4). L-las células fueron transfectadas con

el siRNA especifico o con el control_y; la actividad de luciferasa fue medida como
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lo indica el protocolo del kit (Renilla luciferase assay systems, Promega). Para
determinar los niveles del genoma viral, el RNA total fue obtenido usando el kit
zymo Research Quick-RNA (microPrep) v la gqRT-PCR fue realizada por el método
SYBR green usando primers dirigidos contra la proteina NS5 de acuerdo a lo
reportado por Chien LJ (2006) en el ECO ILLUMINA. La cantidad de RNA viral fue
calculado al generar una curva estandar en diluciones base 10 de aislado de RNA
de DENV-4 y DENV-2.

VIl. RESULTADOS
7.1 Aislar e identificar proteinas celulares que interaccionen con las
proteinas virales NS5y NS1

7.1.1 Proteinas celulares que interaccionan con la proteina no estructural 5
(NS5) de DENV en células Huh-7

La proteina no estructural NS5 de DENV4 fue sintetizada en el laboratorio

GenScript en New Jersey, USA vy purificada a partir de cuerpos de inclusion.; La

preparacioén proteica_tiene-con una concentracion de 0.378 mg/ml y una pureza del

80%-; para—evaluarlapureza-de-esta—proteina-se usd para fijar a la proteina a la

columna de niquel. La resina con la proteina acoplada se sometid a electroforesis

cerrie-en un gel SDS-PAGE al 8% y fue tefiido con azul de Coomassie (R250, Bio-

Rad) (Figura 3, panel A). Lla presencia de unala proteina de aproximadamente

130 kDa se observo después de la tincién con azul de Coomasie. La presencia de

NS5 con la cola de histidinas fue verificada al realizar ensayos de Western blot

con un anticuerpo policlonal especifico contra la cola de histidinas (anti-His)
(Figura 3, panel B). Para aislar proteinas celulares que interaccionan con la
protetna—no—estructural- 5(NS5) se utilizd -cromatografia de afinidad usando la
proteina recombinante. Esta proteina -fue-acoplada a una-la columna de afinidad
(NiNTa, Qiagen) la-columna-fue puesta a interaccionar con los extractos nucleares
de células HuH-7 no infectadas. C;-como control negativo, -se incubd la resina sin

la proteina recombinante con los extractos nucleares no infectados de células
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HuH-7. D,-después de 6 lavados con diferentes concentraciones de NaCl (lineas
1-6, Figura 4) se realizaron 2 eluciones con 1M y 1.5 M de NaCl. L;la mayoria de
las proteinas que interaccionan con la proteina NS5r fueron obtenidas en la
fraccion que corresponde a 1M de NaCl, estas proteinas estan ausentes en la
misma fraccion en la resina control (Figura 4B). Por medio de espectrometria de
masas (Maldi Tof) se realizd la identificacion de 40, 42 y 36 proteinas en 3
experimentos independientes, hechos por duplicado. E;—estas proteinas fueron
capaces de interaccionar directa o indirectamente con la proteina NS5r. La
mayoria de; las proteinas identificadas estan ausentes en la resina que se utilizé
como control negativo. Un total de 36 proteinas celulares fueron identificadas que

interaccionan con la proteina viral NS5 (Tabla 1).

A B :
SDS-PAGE COOMASSIE WB a-His
mpM mpM
250
250 NS5 130 !' <N_55
130 " < .
95 é
95
72
72
55
55
36 36
28 28
17 | 17

Figura 3. Proteina NS5 recombinante acoplada a la cromatografia de afinidad. 500ul de la
resina (NinTa, QiaGen) se pusieron a interaccionar con 500 pl de la proteina recombinante para
gue se acoplara a la resina por medio de la cola de 6-His. (A) Dos diferentes cantidades de rResina
acoplada a la proteina NS5 se separé por SDS-PAGE al 10% y se tifideflida con azul de
Coomassie. -y (B) Western blot utilizando anticuerpo anti-His.
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Figura 4. Obtencién de proteinas celulares que interaccionan con la proteina NS5r por
cromatografia de afinidad. Resina (NinTa, QiaGen) acoplada a la proteina NS5r (A) o con la
resina empleada como control negativo (B) * representa _|—la fraccibn de proteinas que
interaccionan con la proteina NS5r. Las proteinas presentes en esta fracciéon (1M de NaCl) fueron
identificadas por espectrometria de masas Maldi-ToF.

Tabla 1. Proteinas aisladas e identificadas por espectrometria de masas
(Maldi-ToF) que interaccionan con NS5

Proteina identificada Mascot # Peptide String
score sequences Accesion #
indentified
Tubulin beta chain 299 7 TBB5
Tubulin beta-2A chain 191 6 TBB2A
Tubulin beta-4B chain 160 5 TBB4B
Tubulin alpha-1A chain 38 5 TBA1A
Vimentin 286 16 VIME
L-lactate dehydrogenase B chain 76 2 LDHB
Fructose-bisphosphate aldolase A 63 3 ALDOA
Endoplasmin 59 7 ENPL
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX5 59 2 DDX5
Heat shock protein HSP 90-beta 54 5 HS90B
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 53 1 G3P
Far upstream element-binding protein 2 52 1 FUBP2
Elongation factor 2 52 1 EF2
Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein 49 2 IF2B2
60 kDa heat shock protein, mitochondrial 45 3 CH60
ATP synthase subunit alpha, mitochondrial 45 3 ATPA
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cAMP-dependent protein kinase type l-alpha 45 1 KAPO

regulatory subunit

Peroxiredoxin-1 43 4 PRDX1
Peroxiredoxin-6 28 1 PRDX6
40S ribosomal protein S25 49 1 RS25

60S ribosomal protein L18 41 1 RL18

60S ribosomal protein L19 40 1 RL19

40S ribosomal protein S14 56 1 RS14

60S ribosomal protein L27 29 1 RL27

Prelamin-A/C OS 39 4 LMNA
Cofilin-1 39 3 COF1

Pyruvate kinase isozymes M1/M2 38 3 KPYM
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F 36 1 HNRPF
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K 36 4 HNRPK
ATP-dependent RNA helicase DDX3X 33 1 DDX3X
Histone H2B type 1-C/E/F/G/I 31 2 H2B1C
Stress-70 protein, mitochondrial 31 1 GRP75
Aconitate hydratase, mitochondrial 30 1 ACON
Heat shock protein beta-1 28 1 HSPB1
Splicing factor, proline- and glutamine-rich 27 1 SFPQ
14-3-3 protein zeta/delta 27 4 14332

7.1.2 Caracterizacion funcional de las proteinas celulares que interaccionan
con NS5

En un intento por clasificar y caracterizar las proteinas celulares identificadas, se
categorizaron de acuerdo a su funcion (Tabla 2), la localizacién sub-celular fue

determinada utilizando la base de datos http://www.uniprot.org/uniprot/P07437 un

total de 36 proteinas identificadas fueron categorizadas en 5 diferentes
compartimentos celulares: 33% de las proteinas identificadas pertenecen al
nucleo, 33% al citosol, 11% a la mitocondria, 6% son proteinas de membrana y

17% son ribosomales (Figura 5).

Tabla 2. Clasificacién biolégica de las proteinas celulares que interaccionan
con NS5

Biological Process Proteins
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http://www.uniprot.org/uniprot/P07437

Microtubule based process 5

Translation 6
spliceosome 5
Metabolic process 7
Stress response 4
Lipid metabolism 3
Other process 6

Tabla 2. Clasificacion bioldgica de las proteinas celulares gque interaccionan con Ns5. La
categorizacion de las proteinas identificadas que interaccionan con NS5 se realiz6 con la base de
datos DAVID Bio-informatics Resources (http://david.abcc.ncifcrf.gov/) y REACTOME pathway
database (http://www.reactome.orq).

m cytoplasm

m nucleus
ribosome
mitochondrial

m cell membrane

Figura 5. Localizacién sub-celular de las proteinas celulares que interaccionan con NS5
identificadas por espectrometria de masas. La localizacion sub-celular de las proteinas que
interaccionan con NS5 fue analizada usando el programa bioinformatico Swiss-Prot/TrEMBL
database.
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Adicionalmente analizamos la red de interaccién proteina-proteina esta fue hecha
para identificar la funcionalidad de las proteinas, identificamos 36 proteinas estas
proteinas fueron analizadas por el programa STRING 10.0, incluso se observa que
no todas la proteinas tienen interaccion entre si, 33 de las proteinas identificadas
se encuentran unidas directa o indirectamente, solo 19 se encuentra fuertemente
unidas sugiriendo que existe una funcionalidad vinculada (Figura 7) 3 de las 36

proteinas identificadas no se observa ningun tipo de vinculo (STRING score= 0.4).

“~ Neighborhood
“~Gene Fusion
“~ Cooccurrence
. Coexpression
“~Experiments
“wDatabases
Textmining
[Homology]
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Figura 6. Red de interaccion proteina-proteina de las proteinas identificadas que
interaccionan con NS5. La red de interaccion contiene 36 proteinas_que fueron analizadas el

mapa-de-interaccion-se-realizé-utilizando la base de datos STRING version 10.0. E-le! color de la
linea indica el tipo de evidencia que soporta la interaccién.

7.1.2 La proteina NS5 colocaliza con las proteinas celulares hnRNP F y
DDX5 en células Huh-7 infectadas

Con el objetivo_dePara analizar la localizacion sub-celular de las proteinas hnRNP

F y DDX5 durante la infeccion por DENV en_en—células Huh-7, Estas fueron

infectadas a MOI de 3 por 48 hpi, incubadas con anticuerpos especificos contra
cada proteina y analizadas por microscopia confocal.
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Al analizar la localizacién sub-celular de estas proteinas en las células infectadas,
observamos una re-distribucién de ellas con respecto a las no infectadas (Figura
7). Ambas proteinas tienen en el caso de células no infectadas una localizacién
preferentemente nuclear (Figura 7).. Sin embargo, en las células infectadas se
observa la salida masiva de ambas del nucleo hacia el citoplasma, ademas de una
clara colocalizacion con la proteina E y con el RNAdc viral (Figura 7A). La

helicasa DDX5 también colocaliza con NS5 (Figura 7B).

Cuando observamos un campo abierto (40X) de las células Huh-7 infectadas con
DENV por 48 horas a MOI de 3 corroboramos que esta proteina se traslada del
ndcleo hacia al citoplasma en todas las células infectadas. Interesantemente, la
proteina NS5 es capaz de trasladarse al ndcleo y colocalizar con la proteina DDX5
mientras que en las células no infectadas la proteina DDX5 se encuentra

completamente en nucleo (Figura 8).

A

Proteina
hnRNP F viral MERGE

No
infectado

RNAdc




Proteina
Nucleos viral DDX5 RNAdc MERGE

No inf

NS5

Figura 7. Localizacién sub-celular de nhRNP F y DXX5 en células infectadas con DENV.
Células Huh-7 infectadas con DENV2 fueron fijadas y tefiidas con anticuerpos anti-E, anti-RNAdc
(verde) y anti hnRNP F (rojo) (A), anti-NS5 (rojo) anti-E (naranja), anti-RNAdc (verde) y anti-DXX5
(blanco) (B). El nucleo fue tefiido con Hoescht (azul). La localizacion de las proteinas fue analizada
por microscopia confocal. Las imagenes son representativas de tres experimentos independientes.

Figura 8. Localizacién sub-celular de la proteina DXX5 en células infectadas con DENV.
Células Huh-7 infectadas con DENV2 fueron fijadas y tefiidas con anticuerpos anti-RNAdc (blanco)
anti-NS5 (rojo) y anti-DXX5 (verde). La localizacion de las proteinas fue analizada por microscopia
confocal. La imagen es representativa de tres experimentos independientes.
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Previamente se ha reportado que la proteina NS5 es capaz de trasladarse al
ndcleo en las primeras horas de la infeccion viral ya que posee secuencias de
localizacion nuclear asi como de exporte nuclear (SLN y SEN). Estas secuencias
son capaces de unirse a o/ importinas asi como a la familia de las exportinas
CRM-1 para su traslado. Sin embargo, el papel funcional que desempefia la
proteina viral en el ndcleo no se ha descrito hasta el momento (Rawlinson et al.
2009; Melinda J. Pryor et al. 2007). Se han discutido diferentes hip6tesis sobre el
papel funcional que tiene esta proteina en el nlcleo de las células infectadas una
posibilidad es que NS5 sea capaz de modificar componentes celulares
importantes para el virus como la cromatina o micro RNA’s otra de las
posibilidades es que NS5 esté actuando como un acarreador promoviendo la
salida de proteinas nucleares requeridas por el virus durante la replicacion viral en
el reticulo endoplasmico, especificamente en la region peri-nuclear. Con el
objetivo de determinar si el tiempo en el que la proteina NS5 se moviliza entre el
ndcleo y el citoplasma correlaciona con el momento de movilizacion de las
proteinas celulares, se realizaron cinéticas de infeccion y se analizé la localizacion
de las proteinas por microscopia confocal. Para ello, se infectaron células Huh-7 a
MOI de 3 en los siguientes tiempos: 8, 10, 12, 16 y 24 hpi. Las células fueron
fijadas e incubadas con anticuerpos anti-NS5 y anti-DDX5.

40



Nucleos NS5

" . .
N . .
N . .

o --

Figura 9. Localizacion sub-celular de la proteina DDX5 a diferentes tiempos pos infeccién en
células Huh-7. Las células infectadas fueron fijadas a diferentes tiempos e incubadas con
diferentes anticuerpos especificos: anti-NS5 (rojo) y anti-DXX5 (verde). La localizacién de las
proteinas fue analizada por microscopia confocal. La imagen es representativa de tres
experimentos independientes.

24 hrs

Al evaluar la localizacién sub-celular de ambas proteinas (NS5 y DDX5) en las células Huh-7
infectadas con DENV pudimos observar que NS5, sintetizada en el citoplasma, se moviliza al

nucleo a las 12 hpi. A ese tiempo se puede observar que la proteina celular DDX5 comienza a salir
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hacia el citoplasma (Fig 9). La salida de esta proteina nuclear continua a través del tiempo. La
proteina viral NS5 se traslada del ndcleo hacia el citoplasma a las 16 hpi y a las 24 hpi se puede
observar que ambas proteinas estan en el citoplasma (Fig 9). Una de las posibilidades es que la
proteina viral NS5 sea la que promueva el transporte de la proteina DDX5 hacia el citoplasma
especificamente hacia la region perinuclear. Para dilucidar esta posibilidad, las células fueron
tratadas con Ivermectina, un farmaco inhibidor del transporte citoplasma-nicleo a través del
mecanismo o/f importinas. Diferentes grupos de investigacion ya han reportado que este farmaco
actia como inhibidor del transporte a ndcleo de NS5 e incluso Ultimamente se ha considerado
como un farmaco antiviral (Fraser et al. 2014; Wagstaff et al. 2012; Melinda J. Pryor et al. 2007).
Para evaluar si el tratamiento con Ilvermentina tendria algin impacto en la proteina localizacién de
DDX5 el primer paso fue probar diferentes concentraciones del farmaco: 20uM y 40uM vy realizar
ensayos de viabilidad. Las células fueron crecidas en ausencia de antibi6ticos (penicilina y
estreptomicina) y pudimos observar que el tratamiento no afectaba la viabilidad celular 6 y 24 horas
después del tratamiento, esto al compararlo con el control de vehiculo.
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6 hpt 24 hps sin tratamiento

Figura 10.Viabilidad ivermectina. Células Huh-7 fueron tratadas con dos concentraciones
diferentes 20 o 40 uM de ivermectina o con el vehiculo.

El siguiente paso fue tratar las células y pasado el tiempo de tratamiento estas fueron infectadas a
MOI de 3 con DENV, La localizacion sub-celular de ambas proteinas (NS5 y DDX5) fue evaluada
24 hpi por microscopia confocal. En las células tratadas con el vehiculo podemos ver ambas
proteinas en el citoplasma como habiamos observado anteriormente, sin embargo, cuando las
células fueron tratadas con 40 uM de ivermectina se pudo observar que NS5 estaba en el

citoplasma y la proteina DDX5 en el nicleo.
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Figura 11. Localizacion sub-celular de la proteina DXX5 en células tratadas con ivermectina
e infectadas con DENV. Células Huh-7 infectadas con DENV2 fueron fijadas y tefiidas con
anticuerpos anti-DDX5 (verde) anti-NS5 (rojo) y anti-DXX5. La localizacién de las proteinas fue
analizada por microscopia confocal. La imagen es representativa de tres experimentos
independientes.

7.2 Proteinas celulares que interaccionan con NS1 en células Huh-7

7.2.1 Purificacion de la proteina recombinante NS1

Para identificar las proteinas celulares que interaccionan con la proteina no
estructural 1 (NS1) de DENV-2 cepa 16681, la secuencia total de la proteina NS1

fue clonada en el vector vector pCR 2.1 TOPO, después la secuencia fue sub-
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clonada dentro de los sitios BamHI y Xho | en el vector de expresion Pproex htb

Figura 12 A. —Eel plasmido recombinante (amablemente donado por el Dr. Juan

Ludert) fue sometido a ensayos de restriccion para evaluar si el inserto estaba
presente-de-maneraclonado correctamente. A&l realizar la digestion utilizando las
enzimas BamHI y Xho | pusdiemos observar que se liberda el inserto con un
tamafio de 1055 pb (Figura 12 B, linea 3), mientras que el fragmento
correspondiente a la secuencia de Pproex htb es-indicade-enmosird un tamafio de
5758 pb (Figura 12 B, linea 2). U-tna vez que estabamos seguros que el inserto
era del tamafio adecuado, el segundo paso fue expresar la proteina recombinate
en bacterias E. coli BL-21*. |L—a expresion de la proteina NS1r se indujo al
agregar IPTG. La correcta expresion de la proteina se evalu6 mediante ensayos
de Western blot utilizando geles desnaturalizantes (SDS-PAGE) y geles nativos en
ambos se realiz6 la transferencia de las proteinas -estoes fueron-transferidos-a-una

membranas de nitrocelulosa. L;—ta proteina recombinante fue identificada por
Western blot usando 2 diferentes anticuerpos policlonales anti-NS1 {(anticuerpe
policlenal}-y anti-his-(anticuerpo-policlenal}. La proteina recombinante NS1r de 55
kDa fue detectada en la fraccion soluble (Figura 12 C, D y E, linea 1) y en la
fraccion insoluble (Figura 12 C, D y E, linea 2) _estuvo ausente la—proteina-se
encuentra—ausente—en el extracto total de bacterias transformadas con el vector

vacio (linea 3). Adicionalmente, se realiz6 el Western blot en condiciones nativas
(Figura 12 E). A& pensar que esta proteina es capaz de formar dimeros y trimeros
hexameros, pedemes-pudimos observar que en un gel nativo esta-desolo |la forma
monomerica ya—gue—elfue detectada (recenocimiento-del-anticuerpoto-vemeos—en

55 kDa). Una vez que sabiamos que la proteina NS1r habia sido expresada fue

expresada-de manera correcta, ésta se puso a interaccionar con la resina (Talon,
clontech) para ser purificada por cromatografia de afinidad. Lta proteina acoplada
a la resina fue lavada cinco veces con Sol. A y cinco veces con imidazol en
solucién A (imidazol 100-350 mM en sol. A), la pureza de la proteina NS1r fue

observada en la linea R (Figura 13 A).

Lta presencia de NS1r fue confirmada por ensayos de Western blot usando un

anticuerpo policlonal a-NS1 (linea R, Figura 13 B).
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Figura 12. Produccién de la proteina recombinante. (A) Secuencia de nucleétidos de la proteina
NS1 de DENV-2 cepa 16681. B) Ensayo de restriccion del plasmido recombinante, fragmento
liberado de 1055 pd después de la digestion con las enzimas BamHI y Xhol (linea 3). Fragmento
correspondiente de la secuencia de Pproex htb es indicado en 5758 pb (lane 2). C, Dy E). La
proteina recombinante fue identificada por Western blot usando 2 diferentes anticuerpos anti-NS1
(anticuerpo policlonal) y anti-his (anticuerpo policlonal). La proteina recombinante NS1r (55 kDa)
fue detectada en la fraccion soluble (linea 1) y en la fraccién insoluble (linea 2) estuvo ausente la

en el lisado de las bacterias transformadas con el vector vacio
(linea 3). E) La proteina se encuentra en forma monomerica con un peso de 55 kDa en condiciones

no desnaturalizantes.
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Figura 13. Purificacién de la proteina NS1r por cromatografia de afinidad. A) La pureza de la
proteina NS1r se muestra en la linea R (resina). Las proteinas presentes en cada frac<:|on fueron
anallzadas por medlo de electroforeS|s en SDS-PAGE al 8% tefido con

azul de coomassie. B) La presencia de NS1r fue evaluada
usando un anticuerpo anti-NS1. La proteina se muestra en la fraccion R por el anticuerpo anti-NS1
presentd un peso molecular aparente de 55 kDa fue—detectada—enla—fracciénR-alutilizar un

anticuerpo-anti-NS1.

A |-a par se realizé el control negativo, para ello.- la resina (Talon, Clontech) fue

puesta a interaccionar con sobrenadante de bacterias transformadas con el
plasmido vacio en las mismas condiciones anteriormente descritas,
adicionalmente—también—se realizé el ensayo de purificacion de la proteina
recombinante donde observamos la ausencia de proteinas de origen bacteriano
unidas de manera inespecifica a la resina (Figura 14 A, R). U—n duplicado de
este gel fue transferido a membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad) para ser evaluado
mediante ensayo de Western blot utilizando un anticuerpo contra la proteina NS1

(Figura 9 B) observando que no hay reconocimiento por parte del anticuerpo

(Figura 14 B). E-esta resina fue utilizada como control negativo para el ensayo de

interaccion de proteinas celulares con la proteina recombinante NS1.
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Figura 14. Control negativo de la cromatografia de afinidad. (A) Resina incubada con el
extracto total de bacterias transformadas con el vector vacio, I-las proteinas presente en cada
fraccion fueron analizadas mediante electroforesis en un gel SDS-PAGE al 8% y tefiido con azul de
coomassie. B) La presencia de la proteina NS1r fue analizada por ensayos de Western blot usando
un anticuerpo especifico contra la proteina NS1. Ninguna banda fue revelada ; ne-se-ebservan
bandas-en la fraccién correspondiente a la resina (fraccion R).

7.2.2 Proteinas celulares que interaccionan con NS1 Huh-7

Para aislar proteinas celulares que interaccionan con la—proteina—no-estructural-1

{NS1) se utilizaron dos técnicas diferentes pero complementarias entre si; por un
lado se utilizd cromatografia de afinidad —usando la proteina NS1r como cebo y en
otros ensayos de inmunoprecipitacion utilizando un anticuerpo policlonal anti-NS1.
Para los ensayos de cromatografia de afinidad la proteina NS1r fue acoplada a
una columna de cobalto y como control resina sin NS1r previamente tratada en
condiciones iguales a la que si tiene la NS1r (control negativo descrito
anteriormente). A—ambas_resinas fueron incubadas por separado con los
extractos citoplasmicos de células Huh-7 no infectadas. D;-después de 6 lavados

a diferentes concentraciones de NaCl (Figura 15, lineas 1-6) se realizaron 2
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eluciones con 1M y 1.5 M de NaCl. L;—la mayoria de las proteinas que
interaccionan con la proteina NS1r fueron obtenidas en la fraccion que
corresponde a la elucién con 1M de NaCl. E;-estas proteinas estan ausentes en la

misma fraccion en la resina control (Figura 15 B).

Lia identificacion de las proteinas obtenidas en la fraccion de elusion se realizd

por espectrometria de masas (Maldi-Tof). Mediante este método, nes—permitio

identificamosr 80,70y 72 proteinas que fueron capaces de interaccionar directa o

indirectamente con la proteina NS1r en 3 experimentos independientes por

duplicado. Todas ellas ausentes,—estas—proteinas—fueron—capaz—de—interacecionar

ausentes-en la resina que se utiliz6 como control negativo.

Para confirma la interaccion directa o indirecta de las proteinas previamente
aisladas por cromatografia de afinidad e identificadas por espectrometria de

masas se realizaron ensayos de inmunoprecipitacion. Las inmunoprecipataciones

se realizaron estes—fueron-heches-utilizando un anticuerpo policlonal anti-NSras1 o
utilizando IgG de conejo como control negativo. Después —del crosslinking del
anticuerpo a la proteina G agarosa (serealizé-come-se-ha-deserito-en-materiales y
métodos), los inmunocomplejos fueron lavados 5 veces (Figura 16 Ay B, lineas 1-
5) v las proteinas que interaccionan de manera especifica con la proteina NS1
fueron eluidas como se ha-deseritodescribio en la seccion de Materiales y

Métodos.

Las proteinas obtenidas en la fraccion de elucién de la inmunoprecipitacion
interaceionan—especificamente—con anti-NS1 (unidas de manera directa oe

indirecta_a NS1) pergue-ninguna-de-estasno se encontraron presentes proteinas
fue-encentrada-en la fraccion de elucion control (IgG) (Figuras 16 A y B, linea E).

Las proteinas inmunoprecipitadas fueren—identificadas—por espectrometria de
masas (Maldi-Tof) identificando-fueron 70, 86 y 85 preteinasen tres experimentos

independientes. Se consideraron como interacciones especificas aquellas

proteinas presentes en los -3 experimentos independientes (Tabla 3).
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Figura 15. Obtencion de proteinas celulares que interaccionan con la proteina NS1r por
cromatografia de afinidad. Extractos citoplasmicos de células Huh-7 fueron incubados con la
resina (TALON, Clontech) la cual tiene acoplada la proteina NS1r (A) o con la resina sin la proteina
NS1r empleada como control negativo (B). Las proteinas celulares presentes en cada fraccion
fueron analizadas mediante un gel SDS-PAGE al 10% vy tefiidas con azul de Coomassie. Las
proteinas presentes en la fraccién de elusion (1M de NaCl) fueron identificadas por espectrometria
de masas Maldi-ToF. * marca la fraccion de la elucion utilizada para llevar a cabo la identificacion.
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Figura 16. Inmunoprecipitacion de las proteinas que interaccionan con NS1 en extractos de
células Huh-7. (A) Ldespuéstas-perasfueron-lavadas-5-veces-con-bufferparatP-las proteinas
inmunoprecipitadas fueron eluidas de las perlas y analizadas per-medio-de-unpor electroforesis en
gel SDS-PAGE al 10%. L-la subsecuente—identificacion de las proteinas se realiz6 mediante
espectrometria de masas (Maldi-Tof). B) Control negativo IgG de conejo sujeto a las mismas
condiciones de trabajo.* marca la fraccion de elucion la cual fue utilizada para la identificacion de la
las proteinas. E) elucion, P) proteina G-agarosa después de los lavados.
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Tabla 3. Proteinas aisladas e identificadas por espectrometria

de masas

(Maldi-ToF)
Proteina identificada Mascot | # Peptide | String
score | sequences | Accesion #
indentified
26S protease regulatory subunit 4 39 3 PSCM1
28S ribosomal protein S15, mitochondrial 37 1 MRPS15
40S ribosomal protein S13 27 1 RPS13
40S ribosomal protein S14 81 1 RPS14
40S ribosomal protein S15 39 1 RPS15
40S ribosomal protein S15a 38 1 RPS16
40S ribosomal protein S16 63 1 RPS16
40S ribosomal protein S18 56 5 RPS18
40S ribosomal protein S2 68 3 RPS2
40S ribosomal protein S23 115 1 RPS23
40S ribosomal protein S24 75 3 RPS24
40S ribosomal protein S25 82 1 RPS25
40S ribosomal protein S3a 150 5 RPS3A
40S ribosomal protein S4, X isoform 108 5 RPS4
40S ribosomal protein S5 30 3 RPS5
40S ribosomal protein S6 31 1 RPS6
40S ribosomal protein S8 87 2 RPS8
60S ribosomal protein L11 39 4 RPL11
60S ribosomal protein L13 71 3 RPL13
60S ribosomal protein L14 94 2 RPL14
60S ribosomal protein L17 40 1 RPL17
60S ribosomal protein L18 104 2 RPL18
60S ribosomal protein L18a 63 3 RPL18A
60S ribosomal protein L19 41 3 RPL19
60S ribosomal protein L21 50 2 RPL21
60S ribosomal protein L23a 27 1 RPL23A
60S ribosomal protein L24 108 2 RPL24
60S ribosomal protein L26 31 1 RPL26
60S ribosomal protein L27a 80 1 RPL27A
60S ribosomal protein L31 39 1 RPL31
60S ribosomal protein L36 60 2 RPL36
60S ribosomal protein L7 68 1 RPL7
Ankyrin repeat and KH domain-containing 61 2 ANKHD1
protein 1
Cofilin-1 31 1 CFL1

51




Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1 47 5 DYNC1H1
Elongation factor 1 alpha 1 93 3 EEF1A1
Glucose-6-phosphate isomerase 37 1 GPI
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 59 1 GAPDH
GTP-binding protein Di-Ras2 47 1 DIRAS2
Heat shock cognate 71 kDa protein 73 2 HSPAS8
Heat shock protein beta-1 114 1 HSPB1
Heat shock protein HSP 90-beta 55 1 HSP90AB1
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F 43 1 HNRNPF
Histone H2B type 1-A 38 2 HIST1H2BA
Histone H2B type 1-B 61 4 HIST1H2BB
Histone H3.3C 38 2 H3F3C
Histone H4 50 2 HIST1H4H
Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding 53 2 IGF2BP2
protein 2

Oxidoreductase NAD-binding domain-containing 38 2 OXNAD1
protein 1

Peroxiredoxin-1 34 2 PRDX1
Plectin 86 13 PLEC
Protein FAM132A 34 1 FAM132A
Pyruvate kinase PKM 38 3 PKM2
Serine/threonine-protein kinase Chk1 30 1 CHEK1
Serine/threonine-protein kinase SIK3 40 1 SIK3
Tetratricopeptide repeat protein 21B 39 1 TTC21B
Tubulin alpha-1A chain 239 6 TUBA1A
Tubulin alpha-4A chain 42 5 TUBB6
Tubulin beta chain 297 7 ENSG0000
Tubulin beta-2A chain 81 5 TUBB2A
Tubulin beta-3 chain 224 6 TUBB2C
Tubulin beta-4B chain 247 8 TUBA4A
Tubulin beta-6 chain 149 7 TUBB6
Vimentin 1179 38 VIM

7.2.3 Caracterizacion funcional de las proteinas celulares que interaccionan

con NS1

En un intento por clasificar y caracterizar las proteinas celulares identificadas que

interaccionan con NS1, se categorizaron de acuerdo a su funcién y localizacion
sub-celular basandonos en la base de datos Swiss-Prot TrEBL. Las;un-total-de

64 proteinas identificadas fueron categorizadas en 6 diferentes procesos

bioldgicos: 33 de las 64 proteinas identificadas estan involucradas en traduccion; 8

de-las-64-proeteinas-identificadas-pertenecen a microtubulos; 4 de-las-64-proteinas

identificadas-estan involucradas en formacion del nucleosoma y glucolisis; 3 de-las

64—proteinas—estan involucradas en respuesta a estrés y 2 de-las—64-proteinas
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estan involucradas en transporte celular (Tabla 3). Algunas de las proteinas

identificadas son proteinas de citoplasma (23.2%), el 48.2% corresponde a las

proteinas ribosomales—{48.:2%), interesantemente 8.9% de las proteinas
identificadas son de nicleo mientras que el 1.7 % delas—proteinas—son de
mitocondria y el 3.5% son proteinas de membrana (Figura 17). Adicionalmente,
analizamos la red de interaccion proteina-proteina-esta—fue-hecha-para-identificar
lo—fmeienalidad delos sreteinos. medianie identiieomes—E/4oretenos—esias

proteinas—fueron—analizadas—por—el programa STRING. Se puede—ireluse—se
observar que no todas la proteinas tienen interaccion entre si, 30 de las proteinas

identificadas se encuentran fuertemente unidas directa o indirectamente
sugiriendo que existe una funcionalidad vinculada (Figura 18). Cuarenta y tres43
de las 64 proteinas identificadas fueron interconectadas mientras que 12 de-las
preteinas-no muestranse-ebserva ningun tipo de vinculo (STRING score= 0.4).

Tabla 4. Clasificacién biolégica de las proteinas celulares que interaccionan
con NS1

Biological Process Proteins
Microtubule based process 8
Translation 33
Nucleosome assembly 4
Glycolysis 4
Stress response 3
Transport 2
Other process 12
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Tabla 4. Clasificacion biolégica de las proteinas celulares que interaccionan con NSs1. Para
investigar el proceso bioldgico y la via de sefializacion en la que participan las proteinas aisladas e
identificadas que interaccionan con NS1 utilizamos la base de datos_DAVID Bio-informatics
Resources (http://david.abcc.ncifcrf.gov/) y las proteinas también fueron analizadas en la base de
datos REACTOME pathway database (http://www.reactome.org).

3.5% 1.7%

M ribosome

H cytoplasm

B Cytoskeleton

B Nucleus

B Plasma Membrane
Mitochondria

Figura 17. Localizacion sub-celular de las proteinas celulares que interaccionan con NS1

identificadas por espectrometria de masas. La localizacion sub-celular de las proteinas que
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interaccionan con NS1 fue analizada usando el programa bioinformatico Swiss-Prot/TrEMBL

database.
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Figura 18. Red de interacci6on proteina-proteina de las proteinas identificadas que
interaccionan con NSL1. La red contiene 64 proteinas el mapa de interaccion se realiz6 utilizando
la base de datos STRING version 9.05, el color de la linea indica el tipo de evidencia que soporta la

interaccion.

7.3 La proteina NS1 interacciona con las proteinas celulares RPL18a, RPL18
y GAPDH en células Huh-7 infectadas

Para validar que las proteinas aisladas e identificadas por cromatografia de
afinidad e inmunoprecipitacion las—proteinas—gue—interaccionan directa o

indirectamente con la proteina NS1 de DENV-2, se realizaron ensayos de

inmunoprecipitacion.

Especificamente analizamos dos proteinas ribosomales: RPL18a y RPL18 y la
enzima metabolica GAPDH (gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa).—fueror
analizadas—per-ensayos—de—co-inmunoprecipitacion. Extractos citoplaasmicos de
células Huh-7 infectadas fueron inmunoprecipitadas con el anticuerpo anti-NS1,
anti-GAPDH, anti-RPL18a y anti-RPL18, la fraccion que contiene los
inmunocomplejos fue analizada mediante ensayos de Western blot usando
anticuerpos especificos contra la proteina NS1, RPL18a y RPL18. Los extractos
también fueron inmunoprecipitados con anti-GAPDH, anti-RPL18a, anti-RPL18 y el

western blot analizado con anti-NS1.

El ensayo de co-inmunoprecipitacién reveldéa la presencia de las proteinas
ribosomales RPL18a (18 kDa) y RPL18 (22kDa) asi como de la enzima metabdlica
GAPDH (38kDa), entre las proteinas inmunoprecipitadas con el anticuerpo anti-
NS1 (55 kDa) se-detecté—ala—proteina NS -GARPDBH,RPL18a—yRPLI8-(Figura
19). De la misma manera, la proteina NS1 fue precipitada con anticuerpos anti-
RPL18, RPL18a y GAPDH, -estosresultados—confirmanta-interaceién-entre-estas

proteinas-y-laproteina-viral-no-estructural- NS1-validando los resultados obtenidos
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por cromatografia de afinidad e inmunoprecipitaciones seguida por la identificacion

mediante espectrometria de masas.
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Figura 19. NS1 interacciona con las proteinas celulares GAPDH, RPL18a y RPL18. Extractos
de células Huh-7 infectadas fueron inmunoprecipitados con anti-NS1 (paneles Ay C) anti-GAPDH y
anti RPL18a (panel A) o anti-RPL18 (panel C). Las proteinas inmunoprecipitadas (panel A y C)
fueron separadas en un gel SDS-PAGE al 10% y analizados por Western blot usando un
anticuerpo anti-NS1 (panel A y C), anti-GAPDH anti-RPL18a (panel A) o anti-RPL18 (panel C), la
presencia de todas las proteinas fue evaluada en el input (panel B y D) NS1, GAPDH y RPL18a
(panel B) y NS1y RPL18 (panel D).
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Interesantemente aproximadamente el 50% de las 64 proteinas identificadas
fueron proteinas ribosomales, la funcién principal de estas proteinas es la
traduccién del RNAm, sin embargo, es bien sabido que varias de las proteinas
ribosomales también tienen funciones extra-ribosomales como se ha reportado
para las proteinas RPL18a, RPL18, RPS31 y RPL7 (Bhavsar et al. 2010). Las

funciones extra-ribosomales descritas para estas proteinas incluyen union del
ribosoma al reticulo endoplasmico, ciclo celular, apoptosis, etc. Sin embargo, se
ha descrito quehits—para el silenciamiento de las proteinas ribosomales RPL18 y
RPL7 esta-bien-establecide-medianente ensayos de screening con siRNA inhiben
la replicacion deler virus de la fiebre amarilla y del virus fiebre-del oeste del Nilo

sugiriendo que las proteinas ribosomales son requeridas en las infecciones virales.

Para evaluar los niveles de expresion y la localizacion de las proteinas RPL18a,
RPL18 y GAPDH durante la infeccion se realizaron ensayos de Western blot e
inmunofluorescencias en células Huh-7 infectadas a una MOI de 3 a 6, 24 y 48
hpi. Extractos totales de células infectadas—eonno infectadas o mock (M), e
infectadas con virus inactivo con luz UV (IV) o con DENV (INF) fueron usadas, la
expresion de los niveles de GAPDH (Figura 16, panel Ay B), RPL18a (Figura 20,
panel Ay C) y RPL18 (Figura 20, panel A y D) no se alteran durante la infeccion
con el DENV o con virus inactivo con luz UV (V). C-eomo control de infeccion se
midio a la proteina NS3 (70 kDa). P;-para eenfirmardeterminar sigue las proteinas

celulares evaluadas modificaban ne-alteran-su expresion en el ciclo replicativo de

DENV. Para esto, —se realizé el analisis cuantitativo de las tres proteinas en tres

experimentos independientes por duplicado por Western-blot normalizando con

actina como control de carga.

No se observéa—una diferencia estadisticamente significativa en la cantidad
detectada de las proteinas analizadas en células infectadas en relacion a la
condicién control (mock), (Figura 20 A-D) [GAPDH (p=0.090), RPL18a (p=0.158) y
RPL18 (p=0.588)].
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Con el fin dePara analizar si la localizacién sub-celular de GAPDH, RPL18 se

modifica durante la infeccion, las en-células Huh-7 infectadas a una MOI de 3 por

48 hpi fueron incubados con anticuerpos especificos contra cada proteina y

analizados por microscopia confocal.

Aungue nosotros no detectamos diferencia significativa en los niveles de expresion
de GAPDH y RPL18 por Western blot usando extractos totales, si observamos una
distribucion diferente de estas proteinas en las células infectadas (Figura 21).
Mientras que la proteina GAPDH se observa con una distribucién puntual en
células no infectadas, en las células infectadas se observa una distribucion
dispersa (Figura 21, panel A). ; En el caso depara la proteina GAPDH no fuees

posible detectar colocalizacion con NS1.

Por otro lado, Ika distribucién de la proteina RPL18 se observoa una-distribucion

dispersa—en el citoplasma en células no infectadas; sin embargo, en células

infectadas se observd laebservames—a relocalizacion de la proteina hacia la
region perinuclear—en—las—ecéldlas—infectadas (Figura 21, panel B). L—la

colocalizacion de NS1 y E con la proteina ribosomal 18 (RPL 18) se puede

observar en el “merge”.
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Figura 20. Niveles de expresion de las proteinas celulares GAPDH, RPL18a y RPL18 en
células infectadas. Extractos totales de células Huh-7 mock (M) o infectadas con virus inactivo
con luz UV (IV) o con DENV (INF) a diferentes tiempos post-infeccion (6, 24 y 48 horas), fueron
analizados por Western-blot usando anticuerpos anti-GAPDH, anti-RPL18a y anti-RPL18 (A) anti-
NS3 fue utilizado para demostrar la infeccién por dengue. Anti-actina fue utilizado como control de
carga. Andlisis densitometrico de 3 experimentos independientes para (B) GAPDH (p=0.090), (C)
RPL18a (p=0.158) y (D) RPL18 (p=0.588).
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Figura 21. Localizaciéon sub-celular de GAPDH y RPL18 en células infectadas con DENV.
Células Huh-7 infectadas con DENV2 por 48 hpi fueron fijadas y tefiidas con anticuerpos anti-E,
anti NS1 (verde) y anti-GAPDH (A) y anti-RPL18 (B) (rojo). El nucleo fue tefiido con Hoescht (azul).
La localizacién de las proteinas fue analizada por microscopia confocal. Las imagenes son
representativas de tres experimentos independientes.
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7.5 Silenciamiento de la proteina ribosomal RPL18

Una de las proteinas identificadas-que interaccionan con NSnsl en la infeccion por
DENV es la proteina ribosomal RPL18,_aunque esta proteina no cambia su
expresion_durante la infeccién, si cambia su redistribucion. Con el fin de -en—el

ciclo—replicativo—viral— determinar_si la proteina RPL18 participa en el ciclo

replicativo de DENV, decidimos silenciar su expresién mediante siRNA. Debido a

la abundancia de las proteinas ribosomales, el primer paso fue estandarizar las

concentraciones ideales_del siRNA para silenciar gue—ta—preteina—ribesemal
disminuya—su expresion y—ademas—la—célula—sea—viablesin alterar la viabilidad

celular y su metabolismo. ePara lograr un buen silenciamiento de RPL18 iniciar
con—el—silenciamienteo las células Huh-7 fueron crecidas y transfectadas en
suspension, después fueron transfectadas con dos diferentes concentraciones de
siRNA especifico (siRNA-RPL18) 100_nM y 150 nM o con 150 nM de un siRNA no
relacionado (control). ;Venticuatro-24 horas después, las células Huh-7 gue-crecen

en—monocapa—fueron re-transfectadas con la misma concentracion de los dos
siRNAs. Los yles-niveles de proteina RPL18 fueron medidos 24 y 48 horas de la
segunda transfeccion. B:—bajo estas condiciones, podemos—ebservar—gue—la
proteina RPL18 disminuyde su expresion en un 40% aproximadamente a las
24hpt, mientras que a las 48 hpt se puede observar disminucién de un 84%
aproximadamente. ;S-sinm embargo, el silenciamiento de esta proteina se revierte
a las 72 hpt observando aumento en la expresion de esta aproximadamente de
60% (Figura 22). Asi, |;-los datos nos muestran que el silenciamiento maximo de la
proteina PRL18 fue es-a las 48hpt, sin embargo, a las 24 hpt ya se encuentra
silenciada méas del 50% de la proteina, o gue nos hace pensar que este—nos

genera—la—venta—de—infeccion—para—gue—las células sean infectadas 24 hpt

permitiendo la infeccion por 48 horas y asi obtener el sobrenadante y extractos

celulares. Es bien sabidoe el impacto gue tienende las proteinas ribosomales
tienen-en el proceso de traduccion celular, sin embargo, el silenciamiento de estas
proteinas no siempre afectan la viabilidad ni la traduccién celular. Para evaluar si
el silenciamiento de esta proteina pudiera afectar la viabilidad asi como el

metabolismo celular dea las células transfectadas, se les realizé ensayos de
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viabilidad, tincién con nitrato de plata e incorporacion de [3°S]-Met para determinar

si las células se encontraban metabdlicamente estables. Las células transfectadas
con SiRNA RPL18 o con el siRNA control no reducen—-modifican sula viabilidad
celdlar a 48 y 72 hpt (Figura 23, panel A). A—ademas la traduccion de los RNAm

celulares no se ve afectada 48 y 72 hpt al hacer la tincion del patron electroforético

con nitrato de plata de las células transfectadas con el siRNA RPL18 o con el

siRNA no relacionado a 48 y 72 hpt (Figura 23, panel B). A-adicionalmente se

realizé la incorporacion de [3°S]-Meth en las dos condiciones a 48 y 72 hpt (Figura

23, panel C). Estos ensayos nos demuestran que el silenciamiento de la proteina

ribosomal RPL18 no altera la viabilidad celular ni la eficiencia en la traduccién de

los RNAm.
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Figura 22. Silenciamiento de la proteina ribosomal RPL18. Células Huh-7 transfectadas con
100 o 150 nM de siRNA RPL18 o con 150 nM de siRNA no relacionado ademas solo con el
reactivo de transfeccion siPORT. Ele! extracto total de las diferentes condiciones fue analizado
por ensayo de Western blot utilizando anticuerpo especifico contra la proteina ribosomal RPL18. El
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anticuerpo; anti-actina fue utilizado como control de carga. A 24 hpt se puede observar la
disminucién de proteina en un 40% (panel A), 48 hpt se puede observar disminucién en la
expresion de la proteina del 80% (panel C) y finalmente el silenciamiento de la proteina se inicia a
revertir a las 72 hpt (panel E ).El andlisis densitometrico de tres experimentos independientes fue
hecho (panel B, D y F) *p<0.05. EIl recuadro marca el tiempo y la concentracién donde el
silenciamiento maximo es alcanzado.
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Figura 23. El sSilenciamiento de la proteina ribosomal RPL18 no altera la viabilidad ni el
metabolismo celular. Células Huh-7 fueron transfectadas con o 150 nM de siRNA RPL18 o con
150 nM de siRNA no relacionado. Ensayo de viabilidad celular (A) tincién con nitrato de plata e
incorporacion a las proteinas celulares de meteonina S fue hecho 48 y 72 hpt (B y C), carriles 1y
3 son extractos de células huh-7 transfectadas con 150 nM del siRNA RPL18 (24 y 48 hpt
respectivamente) mientras que los carriles 2 y 4 son células Hhuh-7 transfectadas con el siRNA
control (24 y 48 hpt respectivamente). Los resultados son representativos de 3 experimentos
independientes.

7.6 RPL18 es requerida durante la infeccién con DENV

Una vez que las condiciones del silenciamiento fueron establecidas, las células
transfectadas con el siRNA RPL18 o con el siRNA control fueron infectadas con
DENV-2, con el objetivo de evaluar cuatro pardmetros: rendimiento viral por
ensayos de plaqueo obtenidos del sobrenadante, secrecién de NS1 utilizando
ensayos de ELISA, expresion de proteinas virales mediante ensayos de Western-

blot y inmunofluorescencias, los niveles de RNAv fueron medidos por gPT-PCR.

El sobrenadante fue colectado 48 hpi de las células transfectadas con 100 y 150
nM del siRNA RPL18 o con 150 NM del siRNA control, detectado reduccion del

rendimiento viral de 1 y 1.5 logs respectivamente al compararlos con el control
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(células transfectadas con el siRNA no relacionado) sugiriendo que la proteina

ribosomal se encuentra involucrada en el ciclo replicativo viral (Figura 24, panel A).

Estos datos se vieron apoyados por la reduccion en la cantidad de NS1 secretada
al sobrenadante en las células transfectadas con 150 nM de siRNARPL18 al
comparar con las células transfectadas con 150 nM del siRNA control (Figura 24,
panel B). EIl silenciamiento de la proteina ribosomal RPL18 disminuyde

significativamente -netablemente-el rendimiento viral asi como la cantidad de NS1

secretada al sobrenadante. Para confirmar el efecto inhibitorio en la infeccion

debido al silenciamiento de RPL18, |L-os niveles de expresion de otras proteinas

virales fueron medidos en células transfectadas con el siRNA RPL18. ; Lalla

reduccion significativa en la cantidad de las proteinas virales E (verde) v NS1
(naranja) a 24 hpi pudo confirmarse se—puede—observar—por ensayos de
inmunofluorescencia y—Western—blotdespués del silenciamiento de RPL18 en

comparacién con las células transfectadas con el siRNA control —Las—células

celulas-transfectadas-con-el-siRNA-control-(Figura 24, panel C). Esta reduccion
fue confirmada mediante ensayos de Western blot al evaluar la reduccion de las

proteinas no estructurales NS3 y NS5 en células transfectadas con el siRNA
RPL18 comparando la cantidad de estas proteinas con los extractos celulares de

las células transfectadas con 150 nM del siRNA control (Figura 24, panel D).

replicative—de-DENV,-Aadicionalmente, se observéla reduccién de 1 log en los
niveles de RNAv —esto—fue-medido por gRT-PCR en ambas—cendiciones—las
células transfectadas con el siRNA especifico con respecto a y-las transfectadas
con el siRNA control fueron-tisadasa las 48 hpi_(Figura_24, panel E). —parata

epncion-del RNAto obsepr/ando-ayue-en a\ a' a d on-@ RNA

Ceon estos datos, confirmamos la participacion de la proteina ribosomal RPL18 en
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el ciclo replicativo de DENV. Con el fin de determinar la Para—cenfirmarta
participacién de la proteina ribosomal RPL18 en el—<iclela replicacion v
traducciontive viral-empleames—otra—estrategia—experimental, utilizamos células

Vero establemente transfectas con el replicbn de DENV4 el cual codifica para el

gen reportero de luciferasa (generosamente donadas por Dr. Padmanabhan,
Georgetown University Washington DC). Las células Vero-R4 las—células—fueron
transfectadas con 100 nM y 150 nM de siRNA RPL18 o con 150 nM de siRNA
control, 4824 y 7248 hpt se midié la actividad de luciferasa. A; lasa 4824 hpt se
observd reduccibna—disminucién en la concentracién—expresion de luciferasa
desendiente—de 0.5 a 1 log erto—astividad—rde fuekernsofue ebsenmda ern-los
eelulas-transfectadas con 100 nM y 150 nM del siRNA RPL18 respectivamente

(Figura 25, panel B), mientras que a las 7248 hpt el efecto se pudouede observar

de manera _mas dramaticae observandose reduccion de mas de 1 log en la
actividad de luciferasa en la células transfectadas con 150 nM de siRNA RPL18 al
comparar con el control no relacionado. Ninguna de las concentraciones de siRNA
empleadas comprometioe la viabilidad celular (Figura 25, panel A). Con estos
resultados concluimos que la proteina ribosomal participa modulando de manera

positiva el ciclo replicativo viral.
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Figura 24. El sSilenciamiento de la proteina ribosomal RPL18 inhibe la infecciéon por DENV.
Células Huh-7 transfectadas con 100 o 150 nM de siRNA RPL18 o con 150 nM de siRNA no
relacionado e infectadas. Rendimiento viral fue medido por ensayos de plaqueo (A) los niveles dea
secrecion de NS1 por ELISA (B). El rendimiento viral es—fue expresado midiendo +- SEM de
UFP/ml de tres experimentos independientes. La secrecién de NS1 fue medida y normalizada con
la absorbancia +- SEM p<0.05. La presencia de dos proteinas virales E (verde) y NS1 (naranja) y la
proteina ribosomal RPL18 (rojo) de las células transfectadas e infectadas fue evaluada por
microscopia confocal (C). La cantidad de las proteinas virales NS3 y NS5 y la proteina celular
RPL18 fue medida mediante ensayos de Western blot (24 hpi) (D). El genoma viral fue cuantificado
por qRT-PCR y es expresado +-SEM de eqUFP/mI de tres experimentos independientes *p<0.05.
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Figura 25. El sSilenciamiento de la proteina ribosomal RPL18 inhibe Ia
traduccion/replicacion de DENV. Células Vero que expresan de manera estable el replicon
DENV4 fueron transfectadas con diferentes 100 o 150 nM de siRNA RPL18 o con 150 nM de
siRNA no relacionado. 48 y 72 hpt el sobrenadante fue utilizado para medir viabilidad (A) las
células Vvero fueron lisadas para medir la actividad de luciferasa (B). La luciferasa es expresada
en unidades relativas de luciferasa (RLU) y los datos son medidos +- SEM de tres experimentos
independientes *p< 0.05.

VIIl. DISCUSION
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Los virus son patdgenos de gran austeridad genética ya que cuentan con un
numero limitado de genes, este hecho hace que requieran no solamente
proteinas, sino también estructuras y organelos de la célula blanco para legrar
sucompletar su ciclo replicativo dentro de ella. Los elementos celulares que
requieren constituyen factores de susceptibilidad y/o resistencia, ademas de que
en muchas ocasiones determinan tropismo y especificidad de especie. El conocer

los factores celulares gue participan en la replicacion viral es de gran relevancia,

pues desde el primer momento de la infeccion algunas de las proteinas delprimer
paso-para-gue-el virus infecte-a-una-célula—esta-unién-delvirusinteraccionanc con
su receptor en la superficie de las células blanco por tanto,-een-su—recepter, una

de las estrategias para estudiar los factores celulares gue partician en el ciclo
replicativo viral comprenden el estudio de las moléculas que median la interaccion
del virus con estructuras y/o componentes celulares. Adicionalmente, se estudian
las cascadas de sefializacion que se encienden en respuesta a la actividad viral.
Por _otro lado, pPara conocer moléculas que participan en la replicacion viral

generalmente se han estudiado proteinas vnidas-tante-gue son capaces de unirse

al RNA al igual gue eeme-a las proteinas virales.

En el caso especifico de dengue, éste es capaz de infectar tanto a células de
vertebrados como de invertebrados, debido a que se trata de un arbovirus (virus
transmitidos por artropodos) por tanto es posible que DENV requiera de un gran
numero de factores celulares del huésped tal-wez-conservados entre ambos
organismos. Por ejemplo, De Nova-Ocampo et al en el 2002 mediante ensayos de
retardamientoe con la regién 3' UTR de DENV 4 identificé la interaccién con el
factor de alargamiento -1a en células de mosquito C6/36. Este factor es
conservado para células de mamifero y se ha descrito que interacciona también
con la RNT3’ del virus del West Nile.

proteinas virales que mas han llamado la atencién debido a 'a-su importancia tanto

en el ciclo de replicacion viral como en la patogénesis de la enfermedad son las

proteinas no estructurales NS1y NS5.
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Proteina NS5

La proteina no estructural 5 (NS5) posee un tamafio de 105 aminoéacidos y un
peso molecular de 105 kDa. Es una proteina multifuncional en la regién N-
terminal posee el domino S- adenosil metil transferasa y en la C-terminal el
dominio de polimerasa dependiente de RNA estas regiones se encuentran
separadas por una region interdominio (Rawlinson etal. 2009).La region
interdominio de la proteina NS5 reconoce dos secuencias de localizacién nuclear
(SLN): la SLN que es reconocida por importinas o/ y la que es reconocida solo
por IMPB1 (importinas 1), adicionalmente la region interdominio también tiene
secuencias de exporte nuclear (NES) que son reconocidas por la proteina CRM-1
estas secuencia le permiten a la proteina NS5 moverse libremente del citoplasma
al nicleo y del ndcleo al citoplasma, la funcion que desempefia en el nlacleo aun

no es clara.

Dada la importancia que tiene la proteina NS5 en el ciclo replicativo de DENV
diferentes grupos de investigadores han utlizado diferentes estrategias
metodoldgicas para aislar e identificar proteinas celulares que interaccionan con
NS5. En este trabajo utilizamos la cromatografia de afinidad que nos permitié
aislar proteinas celulares del ndcleo que interaccionan con NS5 de manera directa
e indirecta esta metodologia nos permitié aislar las proteinas que interaccionan in
vitro. Las proteinas aisladas mediante cromatografia de afinidad fueron
identificadas por espectrometria de masas con estas condiciones identificamos 36
proteinas celulares que interaccionan con NS5. Seis de las proteinas que nosotros
identificamos ya han sido reportadas previamente utilizando otra estrategia
experimental como lo es el sistema de doble hibrido donde reportaron la
interaccion de DDX5, DDX3X y hnRNPF con NS5 adicionalmente se han
reportado otras proteinas como: HSP90, DDX5 y PRDX6 que son capaces de
interaccionar con NS3 (Le Breton et al. 2011; Mairiang et al. 2013; Heaton et al.
2010). La proteina HSP90 también fue identificada en nuestro laboratorio por

Reyes-Del Valle (2005) en donde encontrd6 que esta proteina funciona como
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receptor en la linea celular monocitica U937. Otra de las proteinas que
identificamos es la vimentina esta proteina también encontramos que interacciona
con NS1 y ya se ha reportado que interacciona con NS1 y NS4A (Teo y Chu
2014). Otro grupo importante que se ha reportado previamente que tienen
participaciéon en el ciclo replicativo viral de dengue son las ribonucleoproteinas
heterogéneo nucleares (hnRPs), algunas de las que previamente se han descrito
para dengue son: hnRNP C1/C2, hnRNP H y hnRNP K (Mishra etal. 2012;
Dechtawewat et al. 2015; Brunetti, Scolaro, y Castilla 2015) la actividad general
que desempefian estas proteinas es en la biogénesis del RNA. Un dato
interesante es que encontramos a la histona H2B tipo 1 esta proteina ya se ha
reportado que es capaz de interaccionar con la proteina C en el nucleo de las
células a las que infecta (Colpitts et al. 2011) desafortunadamente la funcién que
desempefia la proteina NS5 en el nicleo no se ha descrito. Dentro del grupo de
proteinas celulares que nosotros identificamos y que ya han sido caracterizadas
previamente para otros virus son: eEF2, DDX5 y DDX3X (Ji et al. 2009; Owsianka
y Patel 1999). Un aspecto que nos llamé la atencion es que dentro de las
proteinas identificadas encontramos dos proteinas sumamente interesantes:
DDX5 y hnRNPF debido a la funcidon biol6gica que desempefian decidimos
analizar el comportamiento de ambas en el ciclo replicativo viral. Previamente se
ha reportado que la proteina DDX5 facilita la replicacion del virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) ademéas es un regulador de la replicacién del
virus de la encefalitis japonesa (VEJ) ya que es capaz de unirse a la region no
traducida 3" (Li et al. 2013)

La interaccion de las proteinas celulares DDX5 y hnRNPF fueron confirmadas por
ensayos de inmunoprecipitacion utilizando extractos nucleares tratados con
endonucleasa micrococal, la presencia de las proteinas en los inmunocomplejos
no es dependiente del RNA. Al realizar ensayos de microscopia confocal se puede
observar la clara y evidente salida de estas proteinas del ndcleo hacia el
citoplasma especificamente hacia la regidon perinuclear colocalizando con las
proteinas E, NS5 y RNAdc lo cual sugiere que estas proteinas son requeridas por

el virus. Como es bien sabido la proteina NS5 posee secuencias tanto de
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localizacion nuclear como de exporte nuclear estas secuencias le permiten a la
proteina viral aprovechar la maquinaria de transporte en la célula a la que infecta
debido a eso se decidio utilizar un farmaco inhibidor del mecanismo a/f importinas
este mecanismo fue descrito que utiliza la proteina viral NS5 para trasladarse al
nacleo (Rawlinson etal. 2009) al tratar las células con ivermectina mediante
microscopia confocal se puede observar la presencia de la proteina NS5 en el
citoplasma celular interesantemente se puede observar a la proteina DDX5 en el
nucleo de la célula, lo cual nos sugiere la posible participacion de la proteina viral
NS5 en el transporte de factores celulares nucleares que se requieren para llevar
a cabo el ciclo replicativo de dengue. Para determinar la funcion especifica que
desempefian estas proteinas en el ciclo replicativo de dengue se tendrian que
utilizar ensayos especificos utilizando el sistema de replicaciéon y traduccion in

vitro.

Proteina NS1lltapreoteinraNS5

La proteina no estructural 1 (NS1) es una proteina multifuncional, se puede
encontrar de tres formas en las células infectadas: de forma monomérica anclada
en las regiones membranosas y en el citoplasma, especificamente en la region
perinuclear, donde se lleva a cabo el proceso de replicacién (B. D. Lindenbach y
Rice 1999).; Dde forma dimérica, anclada a la membrana celular y la hexamerica,

que es secretada al medio extracelular (Gutsche et al. 2011). La presencia de ésta

proteina en suero de pacientes se ha asociado en la patogénesis de la
enfermedad (de la Cruz-Hernandez et al. 2013), la—presencia-de-esta—proteina—en
el-suero-de—pacientes-infectados—con—elvirus—pero también propereiora—permite

hacer un diagndstico rapido y especificoel-diagnéstico-rapide—ha-sido-empleade
comeo-marcader-de-la-infeccionpor-dengue. Ademas los niveles elevados de esta

proteina en el suero correlacionan con el-alteun mayor riesgo gue-presentan-les
pacientes-ende desarrollar fiebre hemorragica por dengue_-(de la Cruz-Hernandez

et al. 2013)._Mas aun, recientemente se ha descrito que el reconocimiento de NS1

por parte de TLR4 media la fuga plasmatica caracteristica de las formas severas
del dengue (Beatty et al. 2015; Modhiran et al. 2015).
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Dado gueE NSista preteina-esta involucrada tanto en replicacion como en lay
patogénesis haciéndela—de—gran—importancia—peor—elle—diferentes grupos han
intentado identificar proteinas celulares que interaccionan con esta—proteinaella,
tanto en suero de pacientes como en cultivo celular utilizando diversas estrategias
metodoldgicas. Mediante ensayos de cromatografia de afinidad con la proteina

NS1 recombinante y suero humano, seguido por la—identificacion—per

espectrometria de masas, se caracterizo-identifico a la proteina clusterina (Clu).

ate La cual

es un componente del suero sanguineo ademas-impide-que impide gue se lleve a
cabo el complejo de atagque a la membrana a través del complemento. Esta

interaccion sugiriende-gue-esta-interaceion-pudiera estar involucrada en la perdida

de plasma en la fiebre hemorragica por dengue (Kurosu etal. 2007).

Adicionalmente, también se han descrito otros factores importantes como son la
trombina y la protrombina que son capaces de interaccionar con NS1 en suero de
pacientes. E;-esta interaccion, puede interferir con la coagulacién y contribuir a la

fiebre hemorragica por dengue (Lin et al. 2012).

En este trabajo utilizamos dos estrategias diferentes pero complementarias entre
si, gue nos permitieron aislar proteinas celulares que interaccionan de manera
directa o indirecta con las proteinas virales NS1 y NS5. L.—a cromatografia de
afinidad nos permitid aislar las proteinas celulares que interaccionan in vitro con
NS1 y NS5, mientras que las inmunoprecipitaciones nos permitié aislar las
proteinas celulares que interaccionan in vivo_con ellas.. La identificacion de estas
proteinas se realizd6 mediante espectrometria de masas. Bajo esas condiciones

maldi-Tef—utilizande—esta—estrategia—experimental—identificamos 64 proteinas

celulares que interaccionan con la proteina NS1 y 35 que interaccionan con SNS5.

Un_numero importante de a—gran—cantidad—de—las—proteinas que nosotros

reportamos ya habian sido previamente identificadas_empleando otras estregias,

interaccionando con alguna proteina viral o con el RNA viral. Por ejemplo,

utilizando etras—estrategias—como—el sistema de doble hibrido algunas-de-lasse
reportaron proteinas comosen: eEFla, RPL-24, HSP90, VIM, PSMC1 y HNRPF

(Le Breton et al. 2011). El; eEF1a también fue identificada en el-nuestro laboratorio
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por De Nova-Ocampo (2002) en donde encontré gue esta proteina eras capaz de

unirse a_la 3’'UTR de DENV 4. Sin embargo, la funcién que desempefia esta

proteina es aln desconocida. En nuestro estudio, tAdicionalmente—también

aislamos e identificamos una serie de proteinas que previamente habiann sido
reportadas y cuya ademas-ta-funcion o participacion en la replicacion de DENV va

habia sido decrita de estas se ha descrito para dengue y para otros virus, una de
estas—preteinas-como _ocurre con es-la proteina de choque térmico de 90 kDa

(HSP90). E-esta proteina interacciona con la proteina E_y fue aislada mediante
cromatografia de afinidad y descrita como el receptor utilizado por DENV en la

linea celular monocitica U937 _por nuestro grupo (Reyes-Del Valle et al. 2005).

Otra de las proteinas que identificamos es-fue la vimentina, la cual -esta—preteina
se habia reportado previamente-que interaccionaba con NS1 y NS4A, mediante

ensayes-dey gue su silenciamiento ebservaron-una-alterabacion significativamente
en-la distribuciéon de los complejos replicativos en las células infectas por dengue
DENV (Teo y Chu 2014), sugiriendo que vimentina es crucial en la organizacion y
localizacion de los complejos replicativos en la region perinuclear en las células

infectadas.

Otra familia de proteinas que previamente se han reportado que tienen alguna
participacion en el ciclo replicativo de dengue son la ribonucleoproteinas
heterogéneo nucleares (hnRPs), algunas de las que se han descrito son: hnRP
C1/C2, hnRP K'Y hnRP H (Kanlaya et al. 2010; Mishra et al. 2012). En general las
hnRPs poseen secuencias de unidn al RNA, secuencias de localizacion nuclear y
secuencias de interaccion proteina-proteina este-lo gque les permite participacion
participar en la biogénesis del RNA. Con;-een respecto a C1/C2, las cuales tienen

un peso molecular de 41 y 43 kDa respectivamente, se ha-deserito-gue-tiene-una
posiblesugiere gue tienen interaccion con NS1 debido a que por microscopia

confocal sele—se-ha-legradese observar—una co-localizacién parcial de ambas
proteinas en la region perinuclear de las células infectadas (Noisakran, Sengsai,
et al. 2008). R-recientemente se ha descrito que estas proteinas son capaces de
interaccionar con el RNA mediante ensayos de inmunoprecipitacion, reforzando la

idea que estas proteinas pudieran tener alguna participacion en la replicacion del
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RNAv (Dechtawewat et al. 2015). Con respecto a la proteina hnRPK se ha descrito
que la infeccion por dengue-DENV promueve que esta proteina se movilice del
ndcleo hacia el citoplasma, sugiriendo que pudiera tener participacion en el ciclo
replicativo de-dengueviral (Brunetti, Scolaro, y Castilla 2015b). A-adicionalmente
se ha relacionado a la proteina nhRP H con la respuesta antiviral ya que cuando
esta proteina es silenciada la produccion de TNF-ae se ve comprometida (Mishra
etal. 2012).

UnGire dato que nos llama la atencidon es la presencia entre las proteinas

identificadas de dos proteinas de niucleo como son las histonas: H2B y H4. E
estas proteinas ya se ha reportado que son capaz de interaccionar con la proteina
C en el nicleo de las células infectadas (Colpitts et al. 2011), desafortunadamente
la funcién que desempefian las proteinas virales en el ndcleo es desconocida.
Dentro de las proteinas celulares que nosotros identificamos y que ya se han
caracterizado para otros virus son: RPS25, RPL18A y RPL18 mediante ensayos
de silenciamiento se ha demostrado que estas proteinas son importantes para la
replicacién/traduccion del virus de la hepatitis C y el virus del mosaico de la coliflor
(Thompson et al. 2009; Dhar et al. 2005).

Un aspecto_que nos sorprendié fue el gran nimero de -impertante-de-este-trabajo
es-gue-encontrames-un-gran-grupo-de-proteinas ribosomales (aproximadamente el

50% de las 64 proteinas identificadas) identificadas por su asociacion directa o

indirecta con NS1. .

es—Por ello,—gue decidimos analizar el comportamiento de las proteinas de la
subunidad ribosomal_mayores de-fa—subunidad-mayer-RPL18 y RPL18A durante
infeccion. -Aadicionalmente, también se analiz6 a la proteina metabolica GAPDH
(gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa) también__identificada en nuestros
ensayos-. Esta proteina, la—tltima—proteina—se—decidié—analizar—debido—alatiene
gran importancia gue—tiene—esta—proteina—en el metabolismo celular, aunque

tambien previamente—se ha reportado que esta—preteina—modula de manera
negativa la replicacién del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH-1). Mas aun

adicionalmente-se ha descrito que esta—enzimaGAPDH es capaz de interaccionar
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con la region 3" del virus de la encefalitis japonesa (VEJ) (Yang etal. 2009;
Kishimoto et al. 2012).

La caracterizacion gue realizamos de estas tres proteinas consistié en evaluar los
niveles de expresion mediante ensayos de western bloty su localizaciéon mediante
ensayos de inmunofluorescencias a diferentes tiempos post-infeccion. A;—a pesar
de que no se observoa un cambio significativo en los niveles de expresion si
pudimos observar un cambio en la localizacién sub-celular ya que estés proteinas
se concentraron en la region perinuclear de las células infectadas mientras que en

las células no infectas estasproteinas-se-pueden-ebservarse encontraban difusas

en todo el citoplasma.

Pudimos confirmar; la interaccion de estas proteinas fue—coenfirmadacon NS1
mediante ensayos de co-inmunoprecipitacion utilizando extractos totales tratados

con endonucleasa microcoacal, sugiriendo gque al menos la interaccion no

depende de la presencia de RNA. —Las proteinas ribosomales RPL18 y RPL18A

forman parte de la sub-unidad mayor del ribosoma y se ha descrito que estas
proteinas tienen funciones extra-ribosomales, por ejemplo, la proteina ribosomal
RPL18 participa en la traduccion del virus del mosaico de la coliflor, mientras que
la proteina ribosomal RPL18A se ha descrito que interacciona con estructuras tipo
IRE del VHC (Dhar et al. 2006). Cuando realizamos los ensayos de microscopia
confocal pudimos observar la clara re-distribuciéon de la proteina ribosmal RPL18
hacia la region perinuclear sugiriendo que esta es requerida por elvirusDENV y
pudiera estar participando en algun paso del ciclo replicativo, por ello se decidié

evaluar |a participacion de ésta proteina en la infeccion. Para ello, RPL18 aspeectos

ina—fue silenciada

mediante siRNA especificos dirigidos contra la proteina_y una vez silenciada les
aspeetos—gue-evaluamos el efecto del silenciamiento en fueren—rendimiento viral,

mediante-ensayos-de-plagueo-expresion de proteinas virales y sintesis de RNAv.

ASi etrectoae eRrckaHertot+de—-coRrtnagaoa+nea a— Hoaa—ae—+d era

77



observamos una disminucion del rendimiento viral, disminucién-reduccion en la
cantidad de proteinas virales y de disminucion—en-la—cantidad-de-RNAv_en las

células en donde RPL-18 fue silenciada con respecto a las que fueron con un

siRNA no relacionado. Este efecto no se debié a una reduccién generalizada de la

sintesis de proteinas celulares como confirmamos mediante marcaje con

Metionina- 2°S. A-adicionalmente, también observamos una disminucion en la

actividad de luciferasa; en células Vero establemente transfectadas con el replicon

de dengue virus 4 (Vero R4) que codifica para luciferasa confirmando que RPL18

es importante en la traduccién/replicacién del virus.

| . o . o infeccién_Una |

posibilidades para explicar estos resultados es que la proteina NS1 sea una

proteina de andamiaje para que se unan proteinas celulares que son importantes
en la traduccién/replicacion_viral. Se sabe gue,—ademas NS1 pesee-deminios
transmembranaleslo-cual-implica—que-estaproteira—se encuentra en el lumen del
reticulo endoplasmico lo cual implica—guepodria permitir su interaccion -ta-proteina
viral-se-encuentra-interaceionande-con las proteinas ribosomales. Otra posibilidad

es gue NS1 en su forma nativa interaccionara con proteinas ribosomales durante

el proceso de doblamiento y paso a través del translocén durante la sitesis de

proteinas virales. Dado que todas las proteinas de DENV requieren ser traducidas

en el RE, debido a su estrecho contacto con el, es posible que la sintesis y

maduracién de las proteinas virales dependa de un grupo de proteinas

ribosomales, entre ellas RPL18. Sin embargo, ;-para determinar fa-de participacién

manera_especifica la participacion de la proteina ribosomal RPL18 en el ciclo

replicativo de dengue y-pederdilucidar-si-participa—en-la-traduceion,replicaciono

en—ambas—se tendrian que realizar ensayos especificos esme—en sistemas de

replicacion y traduccion in vitro.-asi-ceme-ensayes-deretardo-cen-esto-podremes

IX. CONCLUSIONES
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a) Dengue requiere de factores, estructuras y proteinas celulares para llevar a

cabo el ciclo replicativo de manera eficiente.

b) Las proteinas nucleares DDX5 y hnRNPF cambian su localizacion en las
células Huh-7 infectadas con dengue, esta proteina sale del nicleo al citoplasma

especificamente en la regién perinuclear.

c) La proteina RPL-18 se redistribuye a la region perinuclear en las células

infectadas.

d) El silenciamiento de la proteina RPL18 no afecta el metabolismo ni la viabilidad

celular pero si compromete el rendimiento viral.
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XI. APENDICE

SOLUCIONES PARA GELES DE POLIACRILAMIDA

Acrilamida al 30%/ bis-acrilamida al 0.8%
Acrilamida 29.2 g

Bis-acrilamida 0.8 g

Disolver en 50 ml de agua destilada y aforar a 100 ml.

Filtrar a través de poro 0.22 p.

Tris-HCI pH 8.8 (solucién B)
Tris-base (sigma) 12.11 g

Disolver en 50 ml de agua destilada y ajustar el pH a 8.8 con HCI, aforar esta
solucién a 100ml para ser filtrada con poro 0.22p y ser guardada a 4°C.

Tris-HCI pH 6.8 (solucién D)
Tris-base (sigma) 12.11 g

Disolver en 50 ml de agua destilada y ajustar el pH a 6.8 con HCI, aforar esta
solucién a 100ml para ser filtrada con poro 0.22u1 y ser guardada a 4°C.

Persulfato de amonio 10X
1 g de persulfato de amonio

Disuelto en 10 ml de agua destilada.

SDS al 2%

2 g de SDS (sigma) disuelto en 100 ml de agua destilada.
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TEMED (Bio-Rad)

16.6 pl para un gel de 10ml al 10%

Buffer de muestra 2X (buffer de carga)

Agua

Tris ph 6.8

SDS al 10 %
Glicerol al 100 %
B-mercaptoetanol
Azul de bromofenol

1.4 ml
1ml
2ml
5ml
500ul
100ul

Buffer de muestra 5X (buffer de carga)

Tris ph 6.8

SDS al 10 %
Glicerol al 100 %
B-mercaptoetanol
Azul de bromofenol

2.5ml
4 mi
2ml
1ml
500 pl

Amortiguador de electroforesis 10X (stock)

Glicina grado USP (sigma) 144¢g

Tris-base (sigma)
SDS (sigma)

30g
10g

Disolver en 500 ml de agua destilada y aforar a 1 litro de la misma.

Amortiguador de electroforesis 1X

Amortiguador de electroforesis 10X (stock) 100ml

Agua destilada

900 ml
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Solucién colorante para geles (Azul brillante de Coomassie R250)

Azul brillante de Coomassie R250

Acido acético
Agua destilada
metanol

0.3g
50 ml
200 mi
250ml

Disolver y guardar a temperatura ambiente protegido de la luz.

Solucién decolorante de geles de poliacrilamida

Metanol
Acido acético glacial

Agua destilada

Se guarda a temperatura ambiente.

165 ml
50

ml

785 ml

Solucién de secado para geles de poliacrilamida

Metanol

Glicerol

Acido acético glacial
Agua destilada

SOLUCIONES DE TRANFERENCIA

40ml
10ml
7.5ml
57.5
ml

Buffer para transferir en cAmara semi-seca

Tris-base (sigma)

Glicina grado USP (sigma)
SDS (sigma)

Metanol al 100%

Agua destilada

58g¢g
299
lg
200 ml
800 ml
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Buffer para transferir en cAmara himeda

Tris-base (sigma) 3.027
g

Glicina grado USP (sigma) 14.14
g

Metanol al 100% 200 ml

SDS 1g

Agua destilada 800 ml

PBS 1X

NaCl 8¢

KCI 0.7¢9

Naz2HPO4 217¢g

KH2PO4 0.2¢g

Se afora a 800 ml con agua bidestilada y se ajusta el pH a 7.4 con NaOH o HCl,
posteriormente se afora a 1 litro.

PBS 1X- Triton X.100 al 0.5%

NaCl 8¢
KCI 0.79
NazHPO4 2179
KH2PO4 0.2g
Triton X-100 5mL

Se afora a 800 ml con agua bidestilada y se ajusta el pH a 7.4 con NaOH o HCI,
posteriormente se afora a 1 litro.

SOLUCIONES PARA PROTEINAS RECOMBINATES

IPTG 1M
IPTG 1g
Agua miliQ 4.19 ml
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Buffer de lisis bacteriana

Tris pH 8.0 50 mM 500pl
NaCl 300 mM 3ml
Glicerol iml
Triton X-100 100pl

Aforar a 10 ml de agua destilada y filtrar con poro 0.22p.

Buffer A (para purificar proteinas recombinante)

Tris pH. 8 25 ml
NaCl 1M 250 ml
Triton X-100 0.5ml
Glicerol 50 ml
Etanol 50 ml
Agua 124.5 mi

SOLUCIONES PARA CULTIVO DE BACTERIAS

Ampicilina 100 mg/mL
Ampicilina 1g
Agua 5mi

Disolver con NaOH vy aforar a 10 ml.

Medio LB con ampicilina
Medio Luria Broth 25¢
Agua destilada 1L
Ampicilina 100mg/ml 1ml

Disolver y esterilizar en autoclave, guardar a temperatura ambiente.
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Agar LB

Medio Luria Broth  12.5¢g

Agua destilada 500 ml
Agar 8¢
GlucosalM

Glucosa 1g

Agua destilada 5ml

SOLUCIONES PARA EXTRACTOS CELULARES

Solucion de despegado

Tris HCI pH 7.5 2mlalM
EDTA 0.1mla05M
NacCl 7.5 mla 1M

Aforar a 50 ml y filtrar con poro 0.22, guardar a temperatura ambiente.

Solucién A para extractos citoplasmicos

Hepes 2mil a05M
MgCl2 0.15ml a1 M
KCI 0.33ml a3M

Aforar a 100 ml y filtrar con poro de 0.22y, se guarda a temperatura ambiente.
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Soluciéon C

Tris pH 8 0.05 ml
MgCl2 0.025 ml
KCI 0.016 ml
EGTA 7.5u
DTT 2.5l
Glucosa 7.5 ul
ZnClz 0.01 ml

alM
alM
a3Mm
a 200 mM
alM
alM
alM

Aforar a 5ml y filtrar con poro 0.2 2 um, se guarda a temperatura ambiente.

Solucién D

Tris pH 8 0.1ml
MgCl2 0.025 ml
KCI 0.53 ml
EGTA 5ul
DTT 2.5l
ZnCl2 0.01ml

alM
alM
a 3M
a 200 mM
alM
alM

Aforar a 5 mly filtrar con poro 0.2 2 um, se guarda a temperatura ambiente.

SOLUCIONES PARA INMUNOFLUORESCENCIAS

Solucién de trabajo
PBS 1 X
1% de suero fetal bovino

20 mg/mL de saponina

Formaldehido 1%
1 mL de formaldehido a 37 %

10 mL de PBS 1X
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